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I  tumori  mammari  sono  le  neoplasie  più  frequenti  nella  cagna,  nel  cui  approccio 
diagnostico la citologia, a differenza della Medicina Umana, ha una serie di limitazioni. In 
questo  studio  abbiamo  valutato  preparati  citologici  di  noduli  mammari  per  valutare 
l'accuratezza  diagnostica della citologia nei vari tipi di tumori mammari e per individuare i 
pattern citologici la cui valutazione può maggiormente essere utile ai fini diagnostici. A tal 
scopo  sono  stati  valutati  40  campioni  citologici  ed  è  stata  trovata  una  differenza 
significativa nei tumori maligni riguardo il pattern cromatinico, la presenza di macrofagi, 
anisocariosi  e  la  maggiore  area  nucleare.  L'osservazione  sistematica  di  tali  parametri 
potrebbe,  in  base  ai  nostri  risultati,  conferire  una  maggiore  sicurezza  alla  citologia  in 
questo campo. 
Abstract
Keywords: mammary gland, mammary tumors, dog, cytology, diagnosis 
The  mammary  tumors  are  the  most  common  neoplasias  in  female  dogs,  in  which 
diagnostic approach cytology, unlike human medicine, has a number of limitations. 
In this study we cytologically evaluate FNAs from breast lumps in order to evaluate the 
diagnostic accuracy of cytology in different types of breast cancer and to define which are 
the cytological patterns whose evaluation can be most helpful to arrive at a diagnosis.
For this aim we evaluated 40 cytological samples and  found a significant difference in 
malignant  tumors  regarding  the  chromatin  pattern,  the  presence  of  macrophages, 
anisokaryosis and the greater nuclear area. The systematic observation of these parameters, 
according to our results, could make cytology more confident in this field.
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Capitolo 1
I tumori mammari nel cane
1.1 EPIDEMIOLOGIA
I tumori mammari sono le neoplasie più frequenti della cagna che, seguita subito dopo 
dalla donna,  è il  mammifero con la più alta incidenza (Oncologia medica veterinaria e 
comparata, 2012). Nel cane maschio i tumori mammari sono invece rari, meno dell'1%, e 
molti  tra  questi  sono stati  associati  alla  presenza  concomitante  di  neoplasie  testicolari 
funzionali, come sertoliomi secernenti estrogeni.
Nella cagna, il 50% circa dei tumori mammari è maligno e, tra questi, il 50% metastatizza 
entro un anno dalla chirurgia per via linfatica ai linfonodi regionali, ai polmoni e, meno 
frequentemente,  ai  linfonodi  sottolombari,  al  fegato,  ai  reni,  alle  ossa  (vertebre 
lombosacrali,coste,estremità prossimali del femore e dell'omero), ai surreni, al cuore e al 
sistema nervoso centrale (Oncologia medica veterinaria e comparata, 2012).
I due principali fattori di rischio per lo sviluppo di tumori mammari nel cane sono l'età e 
l'esposizione  agli  ormoni  (Withrow,  2007).  La  maggior  parte  di  cagne  a  cui  viene 
diagnosticato questo tipo di tumore sono  infatti cagne anziane, intere o sterilizzate in età 
avanzata.
Nella  cagna,  come nella  donna,  i  tumori  mammari  sono età-dipendenti,  l'età  media  di 
insorgenza è 10-11 anni, raramente questi si verificano in età inferire ai 4 anni. Inoltre i 
cani più giovani hanno una maggiore possibilità di avere tumori benigni rispetto a quelli 
più vecchi (Sorenmo, 2010).
Altra  analogia  con  la  donna  è  che  lo  sviluppo  dei  tumori  mammari  nella  cagna  è 
ormonodipendente. L'esposizione agli ormoni ovarici endogeni è la più importante fonte e 
causa del loro sviluppo; i cani che sono sottoposti a ovarioisterectomia prima del primo 
estro hanno solo lo 0,5% di possibilità di sviluppare tumori mammari rispetto all' 8% di 
quelli  sterilizzati  tra  il  primo e il  secondo estro e  il  26% di  quelli  sterilizzati  dopo il 
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secondo (Sorenmo, 2010).  Se effettuata dopo il  terzo calore invece l'ovarioisterectomia 
sembra non ridurre il rischio di insorgenza dei tumori.
Gli  estrogeni  sono  ormoni  fondamentali  per  lo  sviluppo  della  ghiandola  mammaria; 
tuttavia  il  loro  effetto  proliferativo  sull'epitelio  caratterizzato  dall'aumento  dell'indice 
mitotico può favorire la trasformazione maligna delle cellule. Gli estrogeni, infatti, sono 
considerati  promotori  dell'iniziazione tumorale,  determinando il  reclutamento di  cellule 
dormienti  nel  ciclo  cellulare.  Inoltre  essi  continuano  nel  tempo  a  stimolare  il  tumore 
mammario,  favorendone  la  progressione  (Oncologia  medica  veterinaria  e  comparata, 
2012).  E'  stato  ipotizzato che gli  estrogeni  endogeni,  così  come i  progestinici  esogeni, 
promuovano la cancerogenesi mammaria attraverso un'aumentata produzione dell'ormone 
della  crescita  a  partire  da  cellule  epiteliali  della  mammella.  I  meccanismi  coinvolti 
includono sovraregolazione dell'ormone dell'accrescimento (GH), che a sua volta ha effetto 
diretto di stimolazione sul tessuto mammario ed effetto indiretto mediato dal fattore di 
crescita insulinosimile (IGF), che riveste ruolo cruciale sia nella normale proliferazione 
cellulare  sia  nella  trasformazione  maligna  (Oncologia  medica  veterinaria  e  comparata, 
2012).
Nella mammella normale e neoplastica sono presenti recettori per estrogeni, progesterone, 
fattore  di  crescita  epidermico,  prolattina,  insulina,  corticosteroidi  e  altri  ancora.  La 
mammella subisce pertanto un'influenza poliormonale complessa, anche se gli estrogeni 
sono  gli  ormoni  più  importanti.  E'  interessante  notare  che  l'espressione  dei  recettori 
ormonali  diminuisce  o  è  addirittura  assente  nei  tumori  indifferenziati  o  nelle  lesioni 
metastatiche. In medicina umana, la valutazione dello stato dei recettori rappresenta un 
parametro d'importanza clinica ai fini terapeutici e prognostici, ma in medicina veterinaria 
detta valutazione non è effettuata di routine, sebbene si sia visto che il profilo dei recettori 
per gli estrogeni e per il progesterone potrebbe avere implicazioni prognostiche simili a 
quelle per la donna (Oncologia medica veterinaria e comparata, 2012).
Anche l'esposizione a dosi farmacologiche di estrogeni e progenistici è stata associata ad 
un incremento nel rischio di insorgenza di tumori mammari, in particolare vari studi hanno 
rilevato un aumento dell'incidenza di tumori mammari, prevalentemente benigni, in cani 
che hanno subito trattamenti protratti con progesterone ( per esempio l'uso di progestinici 
per prevenire l'estro), e un aumento del rischio di sviluppo di tumori maligni in cani trattati 
con combinazioni di estrogeni e progesterone.
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Anche la prolattina sembra avere un ruolo nell'insorgenza dei tumori mammari,  questo 
ormone è  coinvolto  fisiologicamente nello sviluppo del sistema lobuloalveolare  ma nel 
siero e nei tessuti di soggetti con tumore mammario maligno ne sono stati trovati livelli 
significativamente più alti rispetto a quelli rilevati in soggetti sani (Withrow, 2007).
Altre  variabili  riguardanti  la  sfera  riproduttiva  come  irregolarità  dell'estro,  pseudo-
gravidanza e gravidanza,  le  quali  possono determinare un fisiologico cambiamento nei 
livelli degli ormoni endogeni non sono risultati influenzare significativamente il rischio di 
tumori mammari (Sorenmo, 2010). In particolare,  a differenza della donna, non è stato 
dimostrato un effetto protettivo della gravidanza, soprattutto se precoce (Withrow, 2007).
Quindi il principale rischio è rappresentato dalla esposizione agli ormoni ovarici durante i 
due primi estri  mentre successive esposizioni sembrano essere significativamente meno 
importanti.
Altri fattori di rischio sono stati individuati nella razza e nella dieta.
Studi epidemiologici riportano che alcune razze hanno una maggiore predisposizione per 
questo  tipo  di  tumore;  le  principali  razze  segnalate  sono:  English  Springer  Spaniel, 
Brittany, Cocker Spaniel, English Setter, Pointer, Afghan Hound e German Shepherd oltre 
alle  razze  di  taglia  piccola  come  il  Barboncino  nano,  Maltese,  Chihuahua,  Beagle, 
Dachshund,  West  Highland  White  Terrier,  Yorkshire  Terrier  e  Bichon  Frisè  (Sorenmo, 
2010). Un recente studio retrospettivo di Itoh et  al.  (Clinicopathological survey of 101 
canine mammary gland tumors: differences between small-breed dogs and others, 2005) 
riporta poi che nella razze di piccola taglia l'incidenza dei tumori mammari maligni sia da 
un punto di vista biologico che istologico sarebbe inferiore rispetto ai cani di grossa taglia 
(in questo studio si prendono in considerazione 100 cani con tumore mammario di cui 60 
di taglia piccola e 40 di taglia grande; dei 60 di taglia piccola solo il 25% mostrava tumori 
maligni all'istologia rispetto al 58% di quelli di taglia grande).
Inoltre  sembra  esistere  una  predisposizione  familiare  in  quanto  in  alcuni  studi  hanno 
dimostrato che alcune famiglie all'interno di specifiche razze sono più a rischio di altre 
( Sonremo, 2010).
I  pareri  sulla  influenza  di  dieta  e  obesità  nell'insorgenza  dei  tumori  mammari  sono 
controversi. Mentre secondo alcuni studi esiste una correlazione e un aumento del rischio 
di  sviluppare  tumori  mammari,  altri  autori  non  hanno  trovato  una  correlazione 
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significativa. In uno studio di Sonnenschein et al. (Body conformation, diet, and risk of 
breast cancer in pet dog: a case control study, 1991) che valutava l'associazione tra dieta, 
conformazione  del  corpo e  rischio  di  sviluppo di  tumori  mammari  è  stata  trovata  una 
significativa riduzione del rischio in cani che erano magri all'età di 9-12 mesi mentre non è 
stato rilevato un aumento del rischio nei cani che erano obesi un anno prima della diagnosi 
di tumore mammario o che erano alimentati con diete ad alto tenore di grassi; in un altro 
recente studio di Perez Alenza et al. (Relation between habitual diet and canine mammary 
tumors in a case-control study, 1998) è stato invece osservato che cani alimentati con diete 
ad  alto  tenore  di  grassi  o  obesi  all'età  di  un anno avevano una  maggior  possibilità  di 
sviluppo  del  tumore  (Sonremo,  2010).  Quindi,  secondo  questi  studi,   l'incidenza 
dell'obesità sul rischio di sviluppo dei tumori mammari sarebbe maggiore nei primi anni di 
vita. Per quanto riguarda il meccanismo tramite il quale questa condizione comporterebbe 
un  aumento  del  rischio  si  pensa  che  questo  potrebbe  essere  sovrapponibile  a  ciò  che 
avviene nella donna, dove l'obesità determina un aumento del rischio dopo la menopausa 
aumentando il livello di estrogeni in circolo e aumentando la produzione di estrogeno da 
parte delle aromatasi, il meccanismo potrebbe dunque essere lo stesso ma con azione nei 
primi anni di vita.
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1.2 CLASSIFICAZIONE
La classificazione dei tumori mammari canini è particolarmente complessa e nel tempo 
sono  stati  proposti  numerosissimi  sistemi  di  classificazione.  I  criteri  classificativi  dei 
tumori  mammari  possono  essere  di  tipo  istogenetico,  prognostico  o  morfologico 
descrittivo. La classificazione di tipo istogenetico non è sempre attuabile per l'incertezza 
che ancora avvolge  l'origine di  alcuni elementi  cellulari  o perché talvolta vi  è perdita 
completa dell'architettura lobulare.
Nel 1974 la WHO ha pubblicato la prima classificazione dei tumori mammari in medicina 
veterinaria,  la  “Classificazione  Istologica  Internazionale  dei  Tumori  degli  Animali 
Domestici”, che include tumori e displasie della ghiandola mammaria, da lì in poi sono 
state  proposte  numerose  classificazioni  (Goldshmidt,  2011).  Ad oggi  la  classificazione 
istopatologica più rilevante è quella dell'Organizzazione Mondiale della Sanità (OMS) e 
dell'Armed Forces Institute of Pathology (AFIP), che si avvicina molto alla classificazione 
istopatologica umana e che, accanto ad una descrizione morfologica descrittiva, aggiunge 
anche elementi di natura prognostica.
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Tabella 1.1
Classificazione  istopatologica  dei  tumori  della  mammella  del  cane 
(OMS/AFIP)




♦ carcinoma in situ (non 
infiltrante)
♦ carcinoma complesso
   → tubopapillare  
   → solido
♦ carcinoma semplice
   → tubopapillare
   → papillare
   → tubulare
   → solido
   →solido cribiforme
   → anaplastico





♦ carcinoma mucinoso (o 
gelatinoso)








   → tubulare
   → solido
       (mioepitelioma)
♦ adenoma complesso
♦ adenoma basalioide
♦ fibroadenoma (a bassa 
cellularità, ad alta 
cellularità)
♦ tumori misti benigni
♦ papilloma duttale
   → semplice
   → complesso
♦ iperplasia duttale









CARCINOMA IN  SITU:  tumore  epiteliale  maligno  semplice,  che  non  ha  invaso  la 
membrana basale. Le lesioni sono spesso multicentriche, non visibili macroscopicamente e 
possono far parte di alterazioni fibrocistiche o essere individuate come reperti occasionali; 
istologicamente  sono  classificati  come  carcinomi  semplici  e  talvolta  è  difficile 
differenziarli dall'iperplasia.
CARCINOMA COMPLESSO: neoplasia  maligna  comune nel  cane,  è  composta  sia  da 
cellule epiteliali che mioepiteliali, si espande nel tessuto connettivo circostante, ma solo il 
10% invade i vasi e le metastasi sono rare.
CARCINOMA SEMPLICE: neoplasia  frequente,  è  composta  da  un solo  tipo cellulare, 
tende a invadere il tessuto circostante ed i vasi linfatici nel 50% dei casi con metastasi 
ematogene o linfatiche frequenti. A seconda della morfologia si può classificare come:
tubulare → mantiene la struttura duttale o tubulare
papillare → caratterizzato da proliferazioni papillari all'interno dei lumi tubulari rette da un 
delicato stroma fibrovascolare
tubopapillare → dall'unione delle due tipologie precedenti
solido  →  le cellule epiteliali  maligne che occupano i  lumi duttali  formano monostrati 
solidi ad apparenza insulare, una sua variante è il carcinoma cribiforme.
anaplastico → il più maligno tra i carcinomi,spesso mostra invasione del tessuto connettivo 
interlobulare e dei vasi linfatici.  
CARCINOMA  A CELLULE FUSATE: composto da cellule fusate disposte in fasci, ma 
anche in nidi ed isole, che suggeriscono effettiva origine epiteliale. A volte si osserva anche 
formazione di tubuli. Parte dei carcinomi a cellule fusate è di origine mioepiteliale e, se 
l'origine è confermata, può essere utilizzato il termine mioepitelioma maligno (Oncologia 
medica veterinaria e comparata, 2012)
CARCINOMA A CELLULE SQUAMOSE:  presenta differenziazione squamosa che può 
avere origine dalle cellule duttali squamose del capezzolo e dalle cellule galattofore duttali 
cubiche, invade facilmente i vasi linfatici ma le metastasi a distanza sono rare.
CARCINOMA ADENOSQUAMOSO: variante del carcinoma a cellule squamose, mostra 
strutture ghiandolari.
CARCINOMA MUCINOSO: raro, caratterizzato dalla presenza di cellule epiteliali o forse 
mioepiteliali maligne poliedriche e vacuolizzate immerse in abbondante mucina.
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CARCINOMA SECRETORIO:  raro,  caratterizzato  dalla  presenza  di  cellule  epiteliali 
neoplastiche  con  abbondante  citoplasma  eosinofilico,  con  un  unico  grande  vacuolo 
otticamente vuoto o anche insieme a vacuoli più piccoli che spingono il nucleo verso la 
periferia.
FIBROSARCOMA: neoplasia maligna mesenchimale composta da fibroblasti producenti 
collageno, può insorgere da un tumore mammario preesistente o dallo stroma interstiziale 
mammario.
OSTEOSARCOMA: può essere  puro  o  presentare  componenti  fibrose  e  cartilaginee  o 
ancora può insorgere da un tumore mammario misto benigno. E' frequente la diffusione 
metastatica ematogena ai polmoni.
CONDROSARCOMA: raro, neoplasia a differenziazione cartilaginea.
CARCINOSARCOMA: raro, ha comportamento biologico aggressivo con metastasi di tipo 
misto, carcinomatoso o sarcomatoso.
TUMORI BENIGNI
ADENOMA SEMPLICE: raro, può manifestarsi in due varianti:
tubulare semplice → costituto da proliferazione di strutture tubulari epiteliali, che mimano 
i dotti interlobulari mammari
solido semplice (mioepitelioma) → composto da cellule mioepiteliali fusiformi o stellate
ADENOMA COMPLESSO: proliferazione epiteliale  duttale  e  mioepiteliale  benigna,  di 
solito  capsulata,  spesso  è  difficile  distinguerlo  da  un  tumore  misto  benigno,  da  un 
fibroadenoma e da una iperplasia lobulare.
ADENOMA BASALIOIDE: composto da corde e gruppi di cellule omogenee che possono 
cheratinizzarsi.
TUMORE MISTO BENIGNO:  proliferazione epiteliale duttale e mioepiteliale benigna, 
con formazione di cartilagine, osso, tessuto adiposo e midollo ematopoietico in quantità 
variabile  (semplificando  potrebbe  essere  considerato  un  adenoma  complesso  con  aree 
metaplastiche).
FIBROADENOMA:  composto  da  una  duplice  proliferazione  neoplastica  epiteliale  e 
mesenchimale, può essere periduttale o intraduttale.
PAPILLOMA DUTTALE: caratterizzato da proliferazione arboriforme composta da fronde 
epiteliali e/o mioepiteliali sostenute da uno stroma fibrovascolare.
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1.3 PRESENTAZIONE CLINICA
I tumori mammari si manifestano clinicamente come noduli associati al capezzolo o alla 
ghiandola stessa, in genere facilmente rilevabili all'esame clinico. I noduli possono essere 
singoli o multipli ma nella maggior parte dei casi gli animali presentano più di un nodulo.
All'incirca dal 65% al 70% dei tumori si sviluppano nelle ghiandole caudali, probabilmente 
a causa del maggior volume di tessuto mammario in queste ghiandole (Withrow, 2007).
La presentazione clinica del tumore varia in base al tipo e allo stadio di questo. I tumori 
benigni  si  presentano  in  genere  piccoli,  ben  circoscritti,  duri  alla  palpazione,  possono 
aderire alla cute sovrastante ma di solito non sono fissati ai piani più profondi. I tumori 
maligni  invece  sono  caratterizzati  da  una  crescita  rapida,  margini  non  ben  definiti, 
ulcerazione, infiammazione e hanno maggiori probabilità rispetto a quelli benigni di essere 
adesi alla cute o ai piani sottostanti. Spesso dai capezzoli delle ghiandole colpite è possibile 
fare fuoriuscire delle secrezioni anomale. I linfonodi regionali possono essere aumentati se 
si sono verificate delle metastasi,  per il  resto l'esame clinico spesso non rileva nulla di 
particolare,  possono  essere  presenti  segni  di  cachessia  neoplastica  negli  animali  con 
neoplasia avanzata (Couto, 2010). E' possibile infine rilevare segni relativi a metastasi in 
altri organi. 
Un tipo particolare di presentazione clinica si ha per il carcinoma infiammatorio. Le sue 
caratteristiche sono una rapida crescita, il coinvolgimento di più ghiandole mammarie e 
della cute adiacente, solidità, calore, edema, eritema, segni di dolore, inoltre può essere 
presente linfedema dell'arto o degli arti adiacenti al tumore dovuto all'occlusione dei vasi 
linfatici.  Spesso  questo  tipo  di  tumore  è  accompagnato  da  sintomi  sistemici  quali 
debolezza e riduzione dell'attività. E'  importante distinguere il carcinoma infiammatorio 
dalle mastiti. Il carcinoma infiammatorio tende ad essere più solido ed avere un diffuso 
rigonfiamento  mentre  le  mastiti  tendono  a  essere  più  localizzate  e  a  presentarsi  dopo 
l'estro, la gravidanza o in caso di falsa gravidanza (Withrow, 2007).
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Capitolo 2
Citologia della ghiandola mammaria
2.1 ASPETTO CITOLOGICO NORMALE
Il  tessuto  ghiandolare  mammario  è  localizzato  nel  sottocute  ed  è  costituito  da  lobuli, 
drenati da dotti interlobulari, che terminano nei dotti lattiferi posti alla base del capezzolo. 
Ogni  lobulo  è  composto  da  adenomeri  tubuloalveolari  e  dotti  intralobulari.  Quando  la 
ghiandola è attiva, predomina il tessuto ghiandolare ed il connettivo intra- ed inter-lobulare 
è  ridotto.  In  fase  inattiva  predomina  il  sistema  dei  dotti,  con  dotti  intralobulari  che 
terminano a fondo cieco in residui degli adenomeri (Poli, 2007).
I campioni citologici ottenuti da ghiandole normali sono spesso ipocellulari e contengono 
molti adipociti. I tipi cellulari che ritroviamo sono:
- cellule epiteliali ghiandolari: costituiscono l'epitelio delle strutture tubulo-alveolari della 
ghiandola mammaria,  sono cellule  di  piccole  dimensioni,  di  forma cubica,  con elevato 
rapporto nucleo/citoplasma (Ressel, 2010). Il nucleo è ipercromatico, rotondo o ovale, a 
localizzazione centrale o polare, con cromatina tendenzialmente compatta o a grosse zolle. 
Il citoplasma è debolmente basofilo, senza particolari strutture rilevabili (Ressel,  2010). 
Queste  cellule  si  possono  disporre  a  formare  piccoli  cluster  acinari  oppure  possono 
apparire in cluster di tipo pavimentoso o papillare.
-  cellule  epiteliali  duttali:  hanno  nuclei  in  posizione  basale  e  di  aspetto  ovalare,  il 
citoplasma è ridotto; sono organizzate in piccoli strati o frammenti di piccoli dotti
-  ”foam cells”: sono cellule secernenti di pertinenza mammaria, di morfologia simile ai 
macrofagi.  Hanno forma rotonda od ovoidale,  con basso rapporto nucleo/citoplasma, il 
nucleo  è  da  rotondo a  ovale,  centrale  o  paracentrale,  può essere  indentato  da  vacuoli 
lipidici intracitoplasmatici. Il citoplasma è eosinofilo, ricco di vacuolizzazioni otticamente 
vuote.  Queste  cellule  possono  costituire  piccoli  cluster  pavimentosi  o  solidi 
tridimensionali, oppure essere associate a citoarchitetture papillari, ma esfoliano sovente 
anche  come  elementi  singoli  (Ressel,  2010).   Spesso  è  difficile,  se  non  impossibile, 
distinguerle dai macrofagi reattivi.
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-  macrofagi con pigmento ceroide: sono macrofagi deputati  alla fagocitosi  di  materiale 
proveniente dall'attività secretoria della ghiandola mammaria, hanno dimensioni variabili 
da medie a molto grandi e forma da rotonda a pleomorfa. Il nucleo può apparire di forma 
rotonda o reniforme ed è localizzato in posizione terminale o sub-terminale, la cromatina è 
reticolare (Ressel, 2010).
- cellule mioepiteliali: si trovano nel tessuto mammario tra le cellule epiteliali ghiandolari e 
la membrana basale; citologicamente hanno caratteri simili ad una cellula fusata, il nucleo 
è  allungato,  fusiforme,  ipercromatico  e  con  cromatina  densa.  Il  citoplasma  è  scarso, 
bipolare, fusato e debolmente basofilo. Spesso queste cellule possono apparire come nuclei 
nudi.
Se la  mammella  è  in  fase di  lattazione  il  campione  presenta  una cellularità  maggiore, 
numerose foam cells e fondo proteinaceo-grasso.
Fig. 2.1 Ghiandola mammaria sana: cellule epiteliali a nucleo 
ipercromatico  e  citoplasma  basofilo,  disposte  a  formare 
strutture acinari (Diff-Quik 100x)                             
Poli-Ciorba Citologia del cane e del gatto, 2007                 
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Fig. 2.2 Ghiandola mammaria in lattazione: cellule con nucleo 
di dimensioni uniformi, con cromatina fine, citoplasma basofilo 
contenente  vacuoli  otticamente  vuoti.  Gocce  lipidiche  sono 
presenti nel fondo del vetrino (Diff-Quik 100x)
Poli-Ciorba, Citologia del cane e del gatto,2007            
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2.2 ASPETTO CITOLOGICO NEI QUADRI PATOLOGICI
2.2.1 LESIONI NON NEOPLASTICHE
FLOGOSI
I  campioni che si  ottengono sono in  genere molto cellulari  e con abbondanti  detriti  di 
fondo. Le cellule infiammatorie che si possono trovare sono neutrofili, macrofagi reattivi, 
linfociti; all'interno dei fagociti si possono osservare batteri. Gli agenti eziologici sono di 
solito  coliformi  o  Streptococcus o  Staphylococcus spp.,  sebbene  si  possano  isolare 
occasionalmente  anche  altri  batteri  e  funghi.  Secondariamente  a  stasi  di  latte  si  può 
instaurare una mastite non settica, che di solito colpisce le ghiandole inguinali. Saranno 
allora  presenti  cellule  infiammatorie in  numero variabile  in assenza di batteri.  I  noduli 
focali infiammatori non settici possono derivare da iperplasia lobulare. Sono caratterizzati 
da metaplasia epiteliale,macrofagi carichi di pigmento, neutrofili non degenerati, linfociti e 
plasmacellule (Cowell, 2009). La presenza di un quadro infiammatorio non può escludere 
una patologia neoplastica sottostante (Poli, 2007).
IPERPLASIA 
I campioni ottenuti in caso si iperplasia sono più cellulari rispetto a quelli del tessuto sano, 
le cellule epiteliali, riunite in cluster, hanno pleomorfismo moderato, i nuclei hanno aspetto 
piuttosto uniforme e il citoplasma è scarso. E' possibile riscontrare aggregati di cellule con 
citoarchitettura papillare. Si possono riscontrare anche foam cells e macrofagi (Poli, 2007).
L'iperplasia può derivare dalla proliferazione dell'epitelio secernente o di quello dei dotti 
e può essere difficile distinguerla da una neoplasia benigna.
CISTI
I  campioni  ottenuti  hanno  cellularità  scarsa,  le  cellule  sono  principalmente  macrofagi 
vacuolizzati o contenenti pigmento blu-verde.
18
Fig. 2.3 Flogosi: sono presenti numerosi neutrofili degenerati e 
batteri (Wright-Leishman 300x)
Shivani  Sangha and Amarjit  Singh Cytopathology of  canine mammary gland 
affections, Histopathology- review and recent advances, 2012
Fig.  2.4 Ghiandola  mammaria  iperplastica:  cellule  epiteliali 
secretorie con   modesto pleomorfismo
Poli-Ciorba, Citologia del cane e del gatto,2007
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Fig.  2.5 Cisti:  presenza di  due “foam cells”  adiacenti  a cristalli  di 
colesterolo (WrightGiemsa; HP oil.)




Le cellule epiteliali si presentano in cluster più o meno abbondanti e possono disporsi a 
formare  strutture  acinari  (Poli,  2007).  Queste  cellule  in  genere  mostrano  scarso 
pleomorfismo, i nuclei hanno cromatina omogenea, liscia, con nucleoli rotondi e di piccole 
dimensioni. Possono essere presenti macrofagi carichi di pigmento (Cowell, 2009). 
Nel caso di una neoplasia di tipo semplice si riscontrano in genere solo cellule epiteliali, 
mentre nei tumori complessi  e misti  si possono apprezzare altre tipologie cellulari.  Gli 
strisci  di  aspirati  provenienti  da  queste  lesioni  contengono,oltre  alle  cellule  epiteliali, 
cellule  fusiformi  di  origine  mioepiteliale  o  connettivale,  le  cellule  fusiformi  di  origine 
mesenchimale  non  sono  però  una  caratteristica  citologica  determinante  dei  tumori 
complessi o misti, perché si possono ritrovare anche in alcuni tumori semplici. Oltre al 
tessuto fibroso ed epiteliale i tumori benigni misti possono produrre cartilagine, tessuto 
osseo e grasso (Cowell, 2009). Gli aspirati provenienti da queste lesioni possono contenere 
tutti questi elementi, ma se prevale un'unica popolazione cellulare l'esame citologico può 
portare ad una falsa interpretazione (Cowell, 2009). Inoltre, nei tumori considerati benigni 
a volte il pleomorfismo delle cellule è marcato a causa dell'assenza di invasione tissutale 
(Cowell, 2009) .
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Fig.  2.6 Adenoma  semplice:  clusters  di  cellule  epiteliali  con 
scarso grado di  pleomorfismo e mancanza di  chiari  criteri  di 
malignità (May–Grunwald Giemsa)
Simonet  al.  Cytologic  examination  of  fine-needle  aspirates  from  mammary 
gland tumors in the dog: diagnostic accuracy with comparison to histopathology 
and association with postoperative outcome Vet Clin Pathol, 2009
Fig.  2.7  Adenoma  complesso:  presenza  di  cellule  fusate  e 
matrice extracellulare eosinofilica (Wright's stain 100x)
Cowell, Citologia ed ematologia del cane e del gatto, 2009
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2.2.3 TUMORI MALIGNI
Adenocarcinoma: le cellule epiteliali si dispongono in cluster più o meno voluminosi o 
singolarmente,  possono  disporsi  a  formare  strutture  acinari  o  papillari.  Sono  cellule 
solitamente rotonde, con margini in genere netti. Il nucleo può avere posizione eccentrica o 
centrale e forma rotonda od ovale, il citoplasma è basofilo, spesso scarso, può contenere 
materiale  amorfo basofilo  o vacuoli da punctati a voluminosi. In quest'ultimo caso, il 
citoplasma può apparire di aspetto particolarmente chiaro e, se le dimensioni dei vacuoli 
sono cospicue, il nucleo può essere spinto in periferia (Poli, 2007). I criteri di malignità che 
possono essere visti in queste cellule sono: aumento del rapporto nucleo/citoplasma,  da 
moderata a marcata variazione della misura di nuclei e cellule, molding nucleare, nucleoli 
prominenti o di forme anomale, cellule binucleate o multinucleate. Può essere presente un 
aumento dell'attività mitotica e figure mitotiche anomale (Raskin, 2009). Possono essere 
presenti cellule cellule mesenchimali in numero variabile (Cowell, 2009).
Carcinoma anaplastico: tumore più indifferenziato e marcatamente infiltrativo. Le cellule 
epiteliali si dispongono sia singolarmente sia in cluster, hanno grandi dimensioni e marcato 
pleomorfismo. I nuclei e i nucleoli mostrano spiccati caratteri di malignità e forme spesso 
bizzarre.  Sono  frequenti  le  cellule  multinucleate  e  le  figure  mitotiche.  Questi  tumori 
possono  contenere  abbondante  stroma  collagene  infiltrato  di  cellule  infiammatorie 
(Cowell, 2009).
Carcinoma squamocellulare: citologicamente si presenta in maniera simile a quello degli 
altri distretti corporei. Le cellule sono disposte singolarmente o in cluster e possono essere 
cheratinizzate o no. Quelle di tipo cheratinizzato hanno citoplasma abbondante, pallido, 
vitreo,  il  rapporto  nucleo/citoplasma  è  ridotto,  i  nuclei  picnotici.  Quelle  di  tipo  non 
cheratinizzato  hanno  citoplasma  in  quantità  più  ridotta  ed  intensamente  basofilo,  il 
rapporto  nucleo/citoplasma  è  maggiore. Questi  tumori  spesso   aderiscono  al  derma 
sovrastante  e  possono  ulcerare,  portando  come risultato  alla  presenza  di  molte  cellule 
infiammatorie  e  batteri  nei  campioni  prelevati  dalle  aree  ulcerate.  E'  importante  avere 
presente  che  può  instaurarsi  metaplasia  squamosa  anche  in  altri  tipi  di  tumore;  di 
conseguenza, il riscontro di cellule squamose in un campione citologico non è probante di 
carcinoma squamocellulare (Cowell, 2009).
Carcinoma complesso:  presenta  sia  cellule  di  origine  epiteliale  che  mioepiteliale.  Le 
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cellule  epiteliali  presentano  caratteri  di  malignità  cellulari  e  nucleari.  Le  cellule 
mioepiteliali  hanno minima  anisocariosi  e  anisocitosi,  possono essere  riscontrate  come 
nuclei nudi e possono presentare segni di metaplasia, spesso condroide.
Carcinoma misto: gli aspirati di questi tumori possono mostrare cellule epiteliali e cellule 
fusate,  cellule  di  origine  mesenchimale  che  mostrano  criteri  di  malignità  cellulari  e 
nucleari.  La  predominanza  di  un  tipo  cellulare  sull'altro  può  dipendere  dall'area  di 
aspirazione del tumore (Raskin, 2009).
Sarcoma:  i tipi più frequenti sono i fibrosarcomi e gli osteosarcomi. Le cellule possono 
essere disposte singolarmente o in cluster, hanno forma irregolare o fusiforme e margini 
indistinti.  Il  grado  di  pleomorfismo  e  attività  mitotica  è  variabile.  Conglobata  negli 
aggregati cellulari può essere presente una matrice rosa (Cowell,  2009). La diagnosi di 
sarcoma  può  essere  difficile,  cellule  mesenchimali,  stroma  collagene,  e  anche  aree  di 
ossificazione possono essere  riscontrati  anche  nei  tumori  benigni  e  nei  tumori  maligni 
misti, per cui l'interpretazione citologica può generare confusione.
Carcinosarcoma: contiene si cellule epiteliali che mesenchimali, entrambe con criteri di 
malignità  particolarmente  marcati.  La  preponderanza  dell'una  o  dell'altra  popolazione 
cellulare, o la sola prevalenza di una delle due nel preparato, è strettamente subordinata 
all'area campionata (Poli, 2007).
Carcinoma infiammatorio: le cellule possono essere isolate o in cluster, sono voluminose 
e  pleomorfe.  Sono  rilevabili  neutrofili  non  degenerati,  macrofagi  e,  occasionalmente, 
collagene stromale.
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Fig.  2.8 Adenocarcinoma:  marcata anisocitosi  e  anisocariosi, 
nucleoli prominenti, cromatina granulare,  binucleazioni 
(Wright-Giemsa; HP oil.)
Raskin-Meyer  Canine  and  feline  cytology-  A color  atlas  and  interpretation 
guide, Elsevier, October 2009
Fig.  2.9 Carcinoma  anaplastico:  in  questo  cluster  le  cellule 
epiteliali  maligne  presentano  vacuoli  intracitoplasmatici,  sono 
presenti figure mitotiche.
Cowell, Citologia ed ematologia del cane e del gatto, 2009
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Fig. 2.10 Carcinoma squamocellulare
Cassalli, Evaluation of accuracy of fine needle aspiration cytology for diagnosisi 
of canine mammray tumors: comparative features with human tumours, 2007
  
Fig. 2.11 Carcinoma misto: presenza di cellule fusate e matrice 
extracellulare (Wright's stain 1000x)
Cowell, Citologia ed ematologia del cane e del gatto, 2009
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Fig. 2.12 Carcinoma complesso
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2.3  UTILIZZO  DELLA  DIAGNOSI  CITOLOGICA  NEI  TUMORI 
MAMMARI IN MEDICINA VETERINARIA
 
La diagnosi citologica dei tumori mammari non è ancora una pratica diffusa in medicina 
veterinaria e non vi sono molti studi su questo argomento, mentre è invece una tecnica 
largamente usata per altri tipi di patologie, per esempio per la valutazione dei linfonodi o 
di fegato e milza in corso di stadiazioni di mastocitomi. Ad oggi il gold standard per la 
diagnosi dei tumori mammari in medicina veterinaria rimane l'esame istopatologico.
I vantaggi dell'uso della citologia consistono nel fatto che si tratta di una indagine poco 
costosa, poco invasiva, rapida, che può evitare il ricorso alla chirurgia e fornire importanti 
informazioni per una diagnosi precoce o dal punto di vista prognostico.
Gli  svantaggi  consistono  nel  fatto  che  ci  possono  essere  campioni  ipocellulari  o  non 
adeguati, sui quali quindi non è possibile effettuare una valutazione. Inoltre nel caso dei 
tumori mammari nel cane può essere difficile avere la certezza di una diagnosi in quanto i 
tumori maligni possono essere ben differenziati e mostrare scarso pleomorfismo cellulare 
mentre  talvolta  questo  è  marcato  nei  tumori  benigni.  Esiste  inoltre  il  problema  del 
campionamento di aree di necrosi: se in un tumore i fenomeni necrotici o infiammatori 
sono  prominenti,  il  campione  citologico  può,  infatti,  non  risultare  particolarmente 
rappresentativo  della  neoplasia  (Poli,  2007).  Vista  la  difficoltà  della  differenziazione 
citologica tra  forme benigne e maligne e la  determinazione del potenziale  maligno dei 
tumori della cagna  e tenendo conto che in questa specie le neoplasie si presentano spesso 
estremamente eterogenee,  con aree di  proliferazione epiteliale  associate  a vaste aree di 
proliferazione mioepiteliale (tumori complessi) o stromale (tumori misti), va sempre tenuto 
presente che un campione sarà tanto più diagnostico quante più aree sono state campionate 
(Poli, 2007).
Negli anni sono stati effettuati alcuni studi in cui viene valutata la concordanza tra diagnosi 
citologica e istopatologica nei tumori mammari del cane con buoni risultati.
Nel  2006  Simenov  e  Stoikov  hanno  effettuato  uno  studio  su  70  tumori  mammari. 
Confrontando la diagnosi citologica con quella istologica questa corripondeva in 57 casi su 
70 (81,4%), per gli altri 13 casi 5 erano falsi positivi e 8 falsi negativi. Citologicamente i 
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tumori  sono  stati  classificati  in  benigni  (13,  18,6%) e  maligni  (57,  81,4%).  I  risultati 
ottenuti sono migliori di quelli di alcuni studi effettuati prima del 2000 e la motivazione di 
questo secondo gli autori potrebbe risiedere nella migliore qualità dei vetrini preparati. La 
presenza di falsi positivi viene imputata alla errata lettura del patologo e all’inadeguatezza 
dei campioni mentre i falsi negativi potrebbero essere dovuti alla presenza di atipie causate 
da processi infiammatori.
Nel  2007  Cassali  et  al.  hanno  effettuato  uno  studio  su  73  cagne  con  un  totale  di  77 
campioni ottenendo una corretta correlazione citologia-istologia in 52 casi su 77 (67,5%) 
includendo i campioni inadeguati e 52/56 (92,9%) senza includerli, con una specificità del 
100%, sensibilità dell’88.6% e una accuratezza diagnostica del 92.9%. Alla citologia 16 
casi vengono classificati  come tumori misti,  4 come tumori epiteliali  benigni,  31 come 
tumori maligni di cui 8 con elementi mesenchimali o matrice mixoide e 3 carcinomi a 
cellule  squamose,  2  come  carcinomi  papillari  (poi  non  inclusi  nell’indagine  perché 
considerati sospetti),  19 campioni invece sono stati valutati come inadeguati.  All’esame 
istologico dei 16 tumori misti alla citologia ne sono risultati 12 come tumori misti e 4 come 
carcinomi con metaplasia, i 4 tumori benigni sono risultati 2 adenomi duttali, 1 adenoma 
tubulare e 1 adenomioepitelioma, i 20 carcinomi sono stati valutati istologicamente come 9 
carcinomi  duttali,  4  papillari,  2  secretori  e  4  con  metaplasia,  il  carcinoma  a  cellule 
squamose è stato confermato come carcinoma a cellule squamose e gli 8 carcinomi con 
elementi mesenchimali e matrice mixoidi sono risultati 7 carcinomi con metaplasia e 1 
osteosarcoma.
Nel 2009 Simon et al. hanno effettuato uno studio su 50 cagne, ottenendo 50 campioni di 
cui 7 considerati inadeguati, con una correlazione di 40 casi su 43 (93%) con l'istologia per 
quanto riguarda la differenziazione benigni-maligni e di 35 su 43 (81%) casi riguardo la 
differenziazione dei tipi di tumore. Senza considerare i campioni inadeguati è stata ottenuta 
per la diagnosi citologica di malignità una specificità del 96% e una sensibilità dell’88%, il 
valore predittivo positivo e negativo della diagnosi citologica è rispettivamente del 94% e 
93%. Se vengono inclusi  anche i  camponi inadeguati  la sensibilità scende all’83% e il 
valore  predittivo  negativo  al  91%.  Citologicamente  i  tumori  sono  stati  classificati  in 
benigni, maligni e benigni con un basso numero di cellule atipiche, nella classificazione dei 
tumori  in  base al  tipo  si  sono ottenuti  24 adenomi,  15 carcinomi,  1  fibrosarcoma e 3 
adenomi con basso numero di cellule atipiche. Al confronto con l’istologia si è avuto 1 
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falso positivo e 2 falsi negativi. In questo studio non è stata effettuata una differenziazione 
tra  tumori  semplici  e  complessi,  questo  perché  secondo  gli  autori  l’alto  numero  di 
sottogruppi  di  tumori  con  il  basso  numero  di  campioni  avrebbe  reso  la  valutazione 
statistica difficile.
Nel  2010  Haziroglu  et  al.  hanno  trovato  una  correlazione  dell'  88,5% tra  citologia  e 
istologia  in  uno studio  su  20 cani  con un  totale  di  31 campioni,  con  una  accuratezza 
diagnostica dell’88.5%. Citologicamente 5 campioni sono stati considerati inadeguati, 20 
maligni,3  maligni  sospetti  e  3  benigni,  all’istologia  i  3  maligni  sospetti  sono  stati 
confermati come maligni, i 20 maligni come maligni mentre dei 3 benigni sono risultate 2 
iperplasie cistiche e 1 tumore benigno misto.
Nel 2012 Sontas et al. hanno effettuato uno studio su 90 campioni ottenuti da 55 cagne. 
Escludendo i campioni inadeguati e sospetti si è ottenuta una accuratezza diagnostica del 
96,5%,sensibilità del 96,2%, specificità del 100%, valore predittivo positivo e negativo del 
100%  e  del  66.7%,  comprendendo  anche  gli  altri  campioni  sensibilità  e  accuratezza 
diagnostica scendono rispettivamente a 60.7% e 63.3% e il valore predittivo negativo al 
15.4% mentre la specificità e il valore predittivo positivo non variano. Alla citologia 25 dei 
90 campioni sono risultati  inadeguati,  6 sono stati  classificati  come tumori benigni,  51 
come  maligni  e  8  come  sospetti,  all’esame  istologico  gli  8  sospetti  sono  risultati  5 
adenocarcinomi semplici e 3 adenocarcinomi complessi, in totale dei 90 tumori 5 erano 
benigni, 84 maligni e in un caso si trattava di una lesione non neoplastica.
Nella maggior parte degli studi viene sottolineato il problema della presenza di campioni 
inadeguati,  infatti  la  percentuale  di  correlazione  con  l’istologia  e  la  sensibilità  della 
valutazione citologica si abbassano sensibilmente se sono inclusi anche questi campioni. 
Inoltre  viene  anche  messa  in  evidenza  la  differenza  con  la  medicina  umana,  dove  i 
campioni citologici inadeguati risultano molto inferiori. Il motivo dell’elevato numero di 
campioni inadeguati viene addotto alla inesperienza dell’operatore che effettua l’aspirato 
ma anche al tipo di tumore e alla sua dimensione. Il tipo istologico di tumore può essere un 
fattore  contribuente  in  quanto  la  componente  mesenchimale  nei  carcinosarcomi, 
osteosarcomi  e  tumori  complessi  può  portare  ad  un  insufficiente  numero  di  cellule  o 
all’assenza di cellule nei campioni citologici (Sontas, 2012). Riguardo la dimensione della 
lesione,  lesioni  molto  piccole  potrebbero  rendere  difficile  la  preparazione  di  campioni 
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citologici, in medicina umana questo aspetto è stato investigato dimostrando una effettiva 
maggiore difficoltà, mentre in veterinaria la correlazione tra questi aspetti non è ancora 
stata approfondita.
Per cercare di ridurre questo problema viene consigliato di effettuare più aspirati da varie 
aree della lesione e in particolare effettuarli dalle aree periferiche e non centrali in cui è 
maggiore la possibilità di trovare aree di necrosi (Haziroglu, 2010).
Un altro problema che può essere rilevato in questi studi riguarda la diagnosi citologica dei 
tumori misti. Secondo Allen et al. la presenza di cellule fusate in campioni citologici di 
neoplasie mammarie non è ristretto ai tumori misti, in quanto queste cellule possono essere 
osservate  in  altre  lesioni  mammarie,  inclusi  i  miofibroblastomi,  lesioni  fibromatose  e 
carcinomi a cellule fusate (Cassali, 2006). Nello studio di Cassali et al. per la diagnosi dei 
tumori  misti  sono  stati  applicati  i  criteri  usati  in  medicina  umana  per  la  diagnosi 
dell’adenoma pleomorfo delle ghiandole salivari. 
La somiglianza tra l'adenoma pleomorfo delle ghiandole salivari dell'uomo e i tumori misti 
della  ghiandola mammaria  nel  cane  è  stata  valutata  in  alcuni  studi,  come in  quello  di 
Genelhu et al. (A comparative study between mixed-type tumours from human salivary 
and canine mammary glands, 2007) in cui sono state trovate molte similitudini dal punto di 
vista clinico, morfologico e immunoistochimico.
Tabella 2.1 
Criteri  usati  in  Medicina  umana  per  la  diagnosi  citologica  dell'adenoma 
pleomorfo delle ghiandole salivari
CRITERI USATI IN MEDICINA UMANA PER LA DIAGNOSI CITOLOGICA 
DELL'ADENOMA PLEOMORFO DELLE GHIANDOLE SALIVARI
CITOARCHITETTURA Cellule raccolte in clusters caratterizzati da scarsa 
coesività, ramificazioni e confini indistinti
CARATTERISTICHE 
DELLE CELLULE
Dimensioni intermedie, citoplasma scarso/moderato, 
confini citoplasmatici netti, disposizione casuale
CARATTERISTICHE DEL 
NUCLEO
Nucleo da ovale a rotondo, cromatina finemente 
granulare, nucleoli in genere non visibili
MATRICE 
EXTRACELLULARE
Sostanza fibrillare mixoide o condroide, presenza di 
cellule fusate
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I  criteri  generali  di  malignità  utilizzati  in  citologia  per  la  valutazione  delle  lesioni 
riguardano cellula,citoplasma e nucleo.
I caratteri di atipia cellulare sono:
- ipercellularità: i  tumori maligni tendono ad esfoliare un alto numero di cellule, anche 
quando  hanno  origine  da  tessuti  normalmente  poco  esfolianti  (Cowell,  2009).  E’ 
importante però valutare questo paramentro in base al tessuto campionato.
- pleomorfismo cellulare: variabilità nella forma delle cellule.
- anisocitosi: variazione nel volume di cellule appartenenti allo stesso citotipo. Si utilizza il 
termine  macrocitosi  o  gigantismo  cellulare  quando  si  nota  la  comparsa  di  cellule 
eccezionalmente  grandi  nel  contesto  di  un  citotipo.  Quest’ultimo  particolare  aspetto  è 
notevolmente presente nelle trasformazioni neoplastiche maligne (Ressel, 2010).
- comparsa di un citotipo in sede non tipica: riscontro di un citotipo non facente parte delle 
cellule autoctone,da solo da forte indicazione di trasformazione neoplastica.
-  asincronia  maturativa  nucleo-citoplasma:  si  osserva  in  alcuni  citotipi  nei  fenomi 
displasici  e  neoplastici,  con  presenza  di  citoplasma  maturo  e  nucleo  con  caratteri  di 
immaturità.
- aumento del rapporto nucleo-citoplasma: l’aumento del rapporto nucle-citoplasma, in un 
citotipo  che  normalmente  presenta  rapporto  nucleo-citplasma  basso,  è  indice  di 
retrodifferenziamento a una forma più immatura (Ressel, 2010).
I caratteri di atipia citoplasmatici sono:
-  iperbasofilia  citoplasmatica:  indice  di  anormale  sintesi  proteica,  è  da  valutarsi  nel 
contesto della normale affinità tintoriale della cellula.
-  sdifferenziamento:  in  alcuni  citotipi  è  tipica  comparsa  di  particolari  strutture  che 
denotano  un  certo  differenziamento  cellulare,  l’assenza  di  queste  denota  uno 
sdifferenziamento
- metaplasia: trasformazione di un citotipo in uno più differenziato appartenente alla stessa 
derivazione embriologica.
- cannibalismo cellulare: in alcuni processi di trasformazione in senso neoplastico, cellule, 
che solitamente non mostrano attività fagocitaria, sono osservabili intente nel fagocitare 
cellule appartenenti ad altri citotipi (Ressel, 2010).
- microvacuolizzazione citoplasmatica: sintomo di attività metabolica alterata a carico del 
citoplasma.
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I caratteri di atipia nucleare sono:
- anisocariosi: dimensioni differenti tra i nuclei di cellule appartenenti allo stesso citotipo.
- pleomorfismo nucleare: cariazione di forma del nucleo all’interno di uno stesso citotipo.
- nuclei multipli: la presenza di nuclei multipli è significativa quando tra i nuclei all’interno 
di una singola cellula  è presente  anisocariosi.  Nella  cellule neoplastiche la  presenza di 
nuclei  multipli  è  il  risultato  della  divisione nucleare  senza  divisione  cellulare  (Cowell, 
2009).
- convoluzioni e indentature nucleari:  zone del nucleo che determinano lobature che si 
ripiegano su se stesse e ripiegature all’interno del nucleo della membrana nucleare.
-  cromatina  alterata:  comparsa  di  una  morfologia  cromatinica  più  immatura  rispetto  a 
quella normale della cellula.
-  nuclear  molding:  alterazione  nella  quale  due  nuclei  appartenenti  alla  stessa  cellula 
multinucleata o a due cellule contigue sono schiacciati  l’uno contro l’altro in modo da 
modificare  la  propria  morfologia  e,  talvolta,  a  determinare  una  vera  e  propria  fusione 
(Ressel, 2010).
-  mitosi  atipiche:  caratterizzate  da  divisione  asimmetrica  del  materiale  cromatinico, 
divisioni multipolari, cromosomi polari, ritardo di migrazione dei cromosomi in anafase, 
sono conseguenza di gravi alterazioni del regolare svolgimento della mitosi cellulare e, 
quindi, un chiaro indice di malignità (Poli, 2007).
-  aumento della figure mitotiche: in genere nei campioni ottenuti  da tessuti  normali  le 
mitosi sono rare.
-  alterazioni  dei  nucleoli  (nucleolo  prominente,  nucleoli  multipli,  anisonucleoliolisi, 
teratonucleoliolisi,  macronucleoliolisi,  marginazione  dei  nucleoli):  nella  cellula 
neoplastica, le alterazioni del nucleolo sono legate ad un blocco dei prodotti  nucleolari 
verso  il  citoplasma.  In  seguito  a  queste  alterazioni,  si  possono  osservare  nucleoli  di 
dimensioni maggiori del normale, in numero aumentato, irregolari e con alterazioni della 
forma.  Un aumento del  numero e  delle  dimensioni  può anche  essere  associato  ad una 
maggiore  sintesi  proteica,  non  necessariamente  legata  ad  un  processo  neoplastico;  in 
questo caso non si osservano variazioni nella forma dei nucleoli, che assumono un maggior 
significato di malignità (Poli, 2007).
Una diagnosi affidabile di malignità può essere fatta in genere se nella maggioranza delle 
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cellule  dello  striscio  sono  presenti  tre  o  più  criteri  nucleari  di  malignità.  Se  le 
caratteristiche  citologiche  di  malignità  non sono incontrovertibili,  la  diagnosi  dovrebbe 
essere confermata mediante biopsia e valutazione istologica (Cowell, 2009). Bisogna poi 
procedere  con  cautela  nel  diagnosticare  una  forma  tumorale  in  presenza  di  una 
infiammazione. Il processo infiammatorio può indurre nella cellula cambiamenti displasici 
che possono simulare  una neoplasia.  Al  contrario,  non tutti  i  tumori  maligni  mostrano 
marcata atipia e variabilità cellulare (Cowell, 2009).
Simenov e Stoikov (2006) hanno classificato i tumori come maligni se erano presenti 3 o 
più  criteri  di  malignità  e  i  criteri  utilizzati  sono  stati  anisocitosi,  pleomorfismo, 
ipercellularità,  macrocariosi,  anisocariosi,  multinucleazione,  aumento  del  rapporto 
nucleo/citoplasma,  nuclear  molding,  aumento  delle  mitosi,  mitosi  atipiche,  alterazioni 
cromatiniche, macronucleoli, anisonucleoliolisi, marginazione dei nucleoli.
In Cassali  et  al.  (2007) i  carcinomi sono caratterizzati  generalmente da alta cellularità, 
clusters  tridimensionali,  gruppi  di  cellule  isolate  o  meno coese,  anisocariosi  e  nucleoli 
prominenti, mentre la presenza di clusters monostrato, con citoplasma senza alterazioni e 
nuclei monomorfici ha portato alla diagnosi di tumori epiteliali benigni. Per i tumori misti 
sono  stati  utilizzati  i  criteri  usati  in  medicina  umana  per  la  diagnosi  dell’adenoma 
pleomorfo delle ghiandole salivari cioè presenza di  stroma fibrillare e mixoide, cellule 
uniformi di dimensione intermedia, gruppi di cellule disperse e cellule isolate o in cluster 
insieme a componenti mucoidi epiteliali.
Simon  (2009)  nel  suo  lavoro  emette  una  diagnosi  citologica  di  carcinoma  quando  la 
maggior  parte  di  cellule  e  clusters  mostra  pleomorfismo  e  oltre  il  20%  delle  cellule 
epiteliali  hanno  più  di  3  criteri  nucleari  di  malignità  come  anisocariosi,  macrocariosi, 
nuclear molding e macronucleoli. La diagnosi di adenoma si ha invece quando la maggior 
parte di cellule e cluster appaiono monomorfici e meno del 5% delle cellule hanno più di 3 
criteri nucleari di malignità.
Haziroglu et al. (2010) hanno utilizzato come principali criteri di malignità le dimensioni 
del nucleo e l’alterazione del rapporto nucleo/citoplasma. I tumori valutati citologicamente 
come maligni sospetti erano caratterizzati da anisocitosi, anisocariosi e ipercromasia, senza 
altri  caratteri  di  atipia.  Nei  tumori  maligni  sono  state  osservate  altre  alterazioni  quali 
aumento  delle  dimensioni  del  nucleo,  doppi  nuclei,  aumento  delle  mitosi  e  alterazioni 
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cromatiniche. Nei tumori benigni invece la struttura della ghiandola mammaria rimaneva 
uniforme e le cellule epiteliali formavano clusters più grandi di quelli osservati nei tumori 
considerati maligni.
Nello studio di Sontas et al. (2012) la valutazione citologica è stata effettuata tramite 12 
criteri ottenuti valutando gli studi usciti precedentemente,la presenza di 3 o più criteri di 
malignità ha portato alla diagnosi di tumore maligno, meno di 3 a quella di sospetto e nel 
caso di nessun criterio il tumore è stato considerato benigno.
Un  aspetto  interessante  nella  valutazione  citologica  dei  tumori  mammari,  messo  in 
evidenza da uno studio di Simenov del 2006, è la valutazione computerizzata del diametro 
nucleare e della sfericità nucleare di  campioni citologici di  tumori mammari. In questo 
studio  sono  stati  valutati  23  tumori,  di  cui  8  adenomi,  9  carcinomi  tubopapillari  e  6 
carcinomi solidi, e 7 controlli (campioni provenienti da ghiandole sane). I risultati hanno 
evidenziato una differenza significativa nel diametro e nella sfericità nucleare tra controlli, 
tumori  benigni  e  maligni.  Pochi  dati  però  esistono  circa  la  validità  della  valutazione 
morfometrica tramite computer nella diagnosi dei tumori mammari canini e nessun altro 
studio ha utilizzato campioni citologici.
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2.4  UTILIZZO  DELLA  DIAGNOSI  CITOLOGICA  NEI  TUMORI 
MAMMARI IN MEDICINA UMANA
A differenza  della  Medicina  veterinaria  in  Medicina  umana  la  citologia  fa  parte  del 
normale iter diagnostico dei tumori mammari ed ha in buona parte sostituito la biopsia 
chirurgica,  essendo  considerato  una  metodica  sicura  e  di  facile  esecuzione.  La  sua 
positività è considerata prova diagnostica di neoplasia sufficiente per la programmazione di 
un intervento chirurgico senza necessità di esame istologico estemporaneo al congelatore, 
cioè  un  esame  istologico  eseguito  mentre  l’intervento  operatorio  è  in  atto,  così  da 
consentire una diagnosi provvisoria utile al chirurgo per decidere se proseguire o meno 
l’intervento. I casi falsi positivi sono virtualmente inesistenti (legati al solo errore di lettura 
del citopatologo), mentre i falsi negativi sono maggiormente legati alla qualità del prelievo 
e,  quindi,  all'esperienza  dell'operatore  (Bianco,  2007).  In  mani  esperte  la  sensibilità 
diagnostica  è  il  90-95% e  la  predittività  di  un  referto  positivo  è  del  99% con  referti 
inadeguati in meno del 10% delle casistiche riportate. In presenza di referto sospetto la sua 
predittività oscilla fra il 40 e l' 80% e il controllo istologico è pertanto irrinunciabile. Anche 
un  riscontro  negativo,  in  presenza  di  altri  segni  sospetti,  può  richiedere  un 
approfondimento diagnostico (Buonsangue, 2003). La dimensione della lesione che viene 
aspirata condiziona la probabilità di falso negativo, ma con l'ausilio ecografico sensibilità e 
specificità della citologia sono molto elevate anche in caso di lesioni molto piccole.
In medicina umana gli studi su questo argomento sono molti di più rispetto alla veterinaria 
con studi  anche sugli specifici tipi di tumori, e mostrano tutti l'efficacia della citologia 
nella diagnosi dei tumori mammari.
Nel  2012   Yu  et  Al.  hanno  effettuato  una  review  su  46  studi  andando  a  considerare 
sensibilità, specificità, valore predittivo positivo, valore predittivo negativo e accuratezza 
diagnostica della valutazione citologica,  prendendo in considerazione un totale di  7207 
pazienti con diagnosi citologica di tumore maligno o sospetto e 9435 pazienti con diagnosi 
citologica  di  tumore  benigno.  La  valutazione  di  questi  parametri  è  stata  effettuata 
inizialmente non considerando i campioni inadeguati, successivamente sono stati valutati a 
parte  gli  stessi  valori  per  11  studi  che  presentavano  campioni  inadeguati,  considerata 
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l'importanza di questi campioni nelle decisioni terapeutiche.
Senza tenere conto dei campioni inadeguati è risultata una sensibilità del 95%, specificità 
del 95%, un valore predittivo positivo, negativo e una accuratezza diagnostica sempre del 
95%. Nel caso degli 11 studi con campioni inadeguati questi sono stati classificati come 
benigni citologicamente e sensitività e specificità sono risultate del 95% (i risultati sono 
espressi in termini di intervallo di confidenza)
Andando a considerare gli  studi più recenti,  nel  2010 Rosa et  al.  hanno effettuato uno 
studio  valutando  la  correlazione  citologia-istologia  in  1583  casi,  la  classificazione 
citologica  dei  campioni  è  stata  maligni  (357),  atipici/sospetti  (139),  benigni  (952)  e 
insufficienti (135). Di questi campioni il confronto con l'istologia è poi avvenuto in 408 
casi  (92 dei  benigni,  57 degli  atipici/sospetti,  223 dei  maligni  e 36 degli  insufficienti) 
ottenendo 19 falsi negativi e nessun falso positivo. Dei 19 falsi negativi 10 erano carcinomi 
di basso grado, conosciuti in letteratura come una causa comune di diagnosi falsa-negativa 
a causa degli scarsi caratteri di atipia, nei restanti 9 campioni falsi negativi il motivo è stato 
trovato in errori  di campionamento. I campioni considerati atipici/sospetti  sono risultati 
all'istologia disordini proliferativi con caratteri di atipia e lesioni borderline caratterizzate 
citologicamente da caratteri di atipia carenti per una diagnosi di malignità.
Altri risultati di studi recenti sono il 95% di intervallo di confidenza per la diagnosi di 
tumori benigni e maligni (Kooistra, 2011); sensibilità dell'83%, specificità del 92%, valore 
predittivo positivo e negativo dell'83% e 92% rispettivamente (Day, 2008); sensibilità e 
specificità del 77,7% e 99,2%,valore predittivo positivo e negativo di 98,4% e 88% con 
accuratezza diagnostica del 91,1% (Choi, 2004).
Le principali difficoltà interpretative nella diagnosi citologica dei tumori mammari sono 
state  descritte  in  una  review del  2005 di  Orell  et  al.,  prendendo  in  considerazione  le 
situazioni in cui non è possibile né una diagnosi di tumore benigno né di maligno o quelle 
che portano invece ad una scorretta diagnosi. 
Sono quindi  elencate  le  condizioni  che  più frequentemente possono portare  a  un falso 
negativo, falso positivo e a una misdiagnosi che determina una scorretta gestione clinica.
Le condizioni causa di falso positivo sono:
- atipia artefattuale:causata da campionamento,colorazione e fissazione non ottimale
- stimolazione ormonale e iperplasia fisiologica durante gravidanza e lattazione
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-  atipia  reattiva:  che  compare  nelle  cellule  epiteliali  in  rigenerazione  in  seguito  ad 
infiammazione o ad altri insulti
- fibroadenoma: in cui ci può essere una elevata atipia delle cellule epiteliali, in molti casi 
le cellule atipiche rappresentano solo una piccola parte del campione e la presenza delle 
cellule  normali  evita  una  diagnosi  di  malignità  ma  talvolta  le  cellule  con  atipia  sono 
predominanti
- iperplasia epiteliale: condizione che determina la presenza di caratteri di atipia
- metaplasia apocrina: condizione che determina la presenza di caratteri di atipia
-  lesioni papillari:  in  quanto alla citologia  può non essere possibile una distinzione tra 
papilloma intraduttale benigno, carcinoma papillare di basso grado e carcinoma papillare 
intracistico
- lesioni mucinose: citologicamente i carcinomi mucinosi sono abbastanza caratteristici ma 
è frequente il riscontro di altre lesioni a carattere mucinoso che portano talvolta a difficoltà 
nella distinzione con i carcinomi
-  adenomioepitelioma:  neoplasia  benigna  non  comune  che  presenta  cellule  epiteliali  e 
mioepiteliali,che possono insieme portare ad un sospetto di malignità
- lesioni non epiteliali: come lesioni delle cellule fusate che possono portare a difficoltà 
diagnostiche
Le condizioni causa di falso negativo sono:
- cattiva qualità del campione: operatore dipendente
- campione non rappresentativo: in particolare in caso di lesioni sclerosanti e fibrocistiche
- carcinoma di basso grado, in particolare carcinoma tubulare: con scarsi caratteri di atipia
- carcinoma lobulare classico: in genere ipocellulare e con scarsi caratteri di atipia
- carcinoma mucinoso: come discusso per i falsi positivi, per la difficoltà nel differenziarlo 
da altre lesioni mucinose
- carcinoma con emorragia o necrosi cistica: nel caso di aspirato di una cisti le cellule 
possono mostrare evidenti caratteri di atipia, questo può avvenire a causa della metaplasia 
apocrina delle cellule che rivestono la cisti così che le cellule che esfoliano nel liquido 
cistico hanno elevati caratteri di atipia oppure per una reazione infiammatoria nella cisti. I 
tumori invece possono avere emorragie o necrosi centrali e mimare una cisti.
- tipi rari di carcinoma
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Le condizioni in cui una scorretta diagnosi porta ad una scorretta gestione clinica sono quei 
casi in cui a livello mammario insorgono lesioni maligne che non originano dalle cellule 
epiteliali maligne, per esempio tumori metastatici, linfoma, neoplasie cutanee, sarcomi, che 
possono essere invece scambiati per carcinomi mammari con conseguente mastectomia che 
non è però il corretto tipo di approccio per le lesioni sopra elencate.
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Capitolo 3
3.1 Presupposti scientifici e obiettivi del lavoro
I  tumori  mammari  sono  le  neoplasie  più  comuni  nelle  cagne  non  sterilizzate, 
rappresentando un problema di elevata entità in medicina Veterinaria (Sleeckx et al., 2011).
L'iter  diagnostico  di  queste  neoplasie  prevede  innanzi  tutto  l'attenta  osservazione  e 
palpazione delle mammelle,  la palpazione dei linfonodi e,  per una corretta stadiazione, 
l'esecuzione di esame emocromocitometrico, biochimico, radiografia toracica ed ecografia 
addominale.  In  seguito  a  questi  accertamenti  il  tumore  può  essere  stadiato  secondo  il 
metodo  TNM.  La  diagnosi  definitiva  di  neoplasia  mammaria  avviene  tramite  l'esame 
istopatologico.
A differenza della Medicina umana dove la citologia fa parte del normale iter diagnostico 
delle neoplasie mammarie, sostituendo nella maggior parte dei casi la biopsia chirurgica, in 
Medicina  veterinaria  questo  esame  non  è  ad  oggi  considerato  un  metodo  diagnostico 
affidabile.  Secondo  Marconato  et  al.  (2012)  l'esame  citologico  delle  neoformazioni 
mammarie può essere utile per distinguere tra lesione neoplastica, cistica o infiammatoria 
ma non deve essere considerato un esame affidabile per la distinzione tra lesione benigna e 
maligna e non può sostituirsi all'esame istologico. 
Il  problema principale  relativo  alla  diagnosi  citologica  consiste  nel  fatto  che  i  tumori 
maligni  possono  essere  ben  differenziati  e  avere  scarso  pleomorfismo  mentre  talvolta 
questo può essere marcato nei tumori benigni, con il rischio di avere falsi positivi o falsi 
negativi. Inoltre nel cane queste neoplasie si presentano spesso estremamente eterogenee 
con il rischio di campionare una parte non rappresentativa.
Come si è potuto osservare precedentemente gli studi condotti recentemente in Medicina 
veterinaria sulla diagnosi citologica dei tumori mammari non sono molti ma mostrano una 
buona sensibilità e specificità della citologia, avvicinandosi ai risultati riscontrabili negli 
studi condotti in Medicina umana. Cassali et al. (2007) sottolineano inoltre la somiglianza 
tra i caratteri citologici dei tumori mammari umani e nel cane con la possibilità quindi di 
fare riferimento alla Medicina umana nella valutazione citologica. 
Attualmente la valutazione citologica di campioni tissutali, sangue e liquidi rappresenta in 
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campo veterinario un importante mezzo diagnostico. La citologia è una tecnica di facile 
esecuzione, rapida, poco invasiva ed economica; un esame citologico appropriato consente 
di ottenere in tempi rapidi informazioni utili per la diagnosi, la prognosi, e può evitare il 
ricorso alla chirurgia. Inoltre negli ultimi anni la citologia ha ampliato notevolmente il suo 
campo di applicazione, anche grazie ai progressi avuti nella diagnostica per immagini che 
permette  l'utilizzo  di  questa  tecnica  in  organi  prima  non  raggiungibili.  I  limiti  della 
citologia sono rappresentati dalla possibilità di avere campioni non adeguati (per esempio 
ipocellulari  o  con  importante  contaminazione  ematica)  e  dalla  difficoltà  talvolta  ad 
emettere una diagnosi certa.
Nel  campo  dell'oncologia  la  citologia  è  un  esame  utilizzato  di  routine  per  diagnosi  e 
stadiazione di neoplasie quali mastocitoma e linfoma.
Facendo riferimento soprattutto alla situazione in Medicina umana la citologia potrebbe 
quindi  avere importanti  possibilità  di  sviluppo e  valorizzazione  anche  nel  campo della 
diagnostica dei tumori mammari.
Lo scopo di questo studio è valutare l'accuratezza della citologia nella diagnosi dei vari tipi 
di tumori mammari e quali sono i caratteri la cui valutazione citologica può maggiormente 
essere utile per arrivare ad una diagnosi.
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3.2 Materiali e metodi
Questo  studio  prospettico  è  stato  effettuato  su  cani  femmina  di  età  e  razza  variabile 
pervenuti presso l'Ospedale Didattico Veterinario Mario Modenato dell'Università di Pisa 
nel  periodo  compreso  tra  Gennaio  2012  e  Maggio  2013;  tutti  i  soggetti  inclusi 
presentavano  alla  visita  clinica  uno  o  più  noduli  a  livello  mammario  e  sono  stati 
successivamente sottoposti ad intervento chirurgico di mastectomia mono o bilaterale.
Prima dell'intervento è stato effettuato il prelievo di un campione citologico tramite FNA 
(Fine  Needle  Aspiration).  La  tecnica  dell'agoaspirazione  viene  effettuata   introducendo 
l'ago nella massa collegato ad una siringa in cui viene fatto il vuoto ritraendo lo stantuffo, 
l'aspirazione viene interrotta quando il materiale aspirato entra nel cono, prima di estrarre 
l'ago. Una volta terminato il campionamento il materiale è stato depositato su un vetrino e 
strisciato così da ottenere più preparati citologici. 
I  singoli  noduli  asportati  chirurgicamente  sono stati  inviati  al  Laboratorio  di  Patologia 
Animale dell'Università di Pisa dove sono stati sottoposi ad esame istopatologico.
I preparati citologici sono stati  colorati tramite colorazione Diff-Quik o May-Grunwald 
Giemsa.
La colorazione di Diff-Quik prevede quattro passaggi: 
• immersione del vetrino in una soluzione fissativa a base di metanolo 
• immersione del vetrino in una soluzione acida a base di eosina 
• immersione in una soluzione basica a base di tiazina 
• risciacquo del campione con acqua
La colorazione di May-Grunwald Giemsa è stata effettuata tramite coloratrice automatica 
Aerospray Slide Stainer-Cytocentrifuge (WESCOR)
Successivamente i preparati citologici sono stati fissati con soluzione J.T Baker.
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Fig. 3.1 Tecnica dell'agoaspirazione
Poli-Ciorba Citologia del cane e del gatto, 2007 
  
Fig. 3.2 Colorazione di Diff-Quik
http://www.digiplanet.com/wiki/Diff-Quick
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Tutti  i  preparati  citologici  dei  singoli  noduli  sono  stati  valutati  e  sono  stati 
sistematicamente caratterizzati i criteri riportati di seguito.
I criteri usati usati per l'osservazione dei preparati citologici sono stati scelti in base ai 
classici  criteri  citologici  di  malignità  e  agli  studi  effettuati  in  precedenza   su  questo 
argomento (Simenov e Stoikov, 2006; Cassali et al., 2007; Simon et al., 2009; Haziroglu et 
al., 2010; Sontas et al., 2012).
• necrosi → assente/presente
• sostanza stromale → assente/scarsa/ abbondante
• cellularità → scarsa/ricca
• coesione cellulare → scarsa/moderata/alta
• clusters → monostrato/tridimensionali
• Criteri nucleari: - area nucleare
- anisocariosi → lieve/moderata/grave
- molding nucleare → assente/presente
- nucleoli → assenti/presenti/anomali
- contorno nucleare → liscio/irregolare
- pattern cromatinico → compatta-a zolle/reticolare/
  granulare
- mitosi → assenti/presenti/atipiche
- inclusioni intranucleari → assenti/rare/presenti
- - cellule multinucleate → assenti/presenti
• cellule fusate → assenti/scarse/presenti 
• cellule mioepiteliali → assenti/scarse/presenti
• cellule infiammatorie → macrofagi: assenti/rari/abbondanti
                                                 neutrofili: assenti/presenti/tossici-danneggiati
                                                linfociti: assenti/presenti
• altro → altri elementi utili rilevati durante l'osservazione, in particolare sono stati 
rilevate le seguenti caratteristiche: cellule danneggiate
L'osservazione  di  cellularità,  coesione  cellulare,  sostanza  stromale  e  necrosi  è  stata 
effettuata  ad  ingrandimento  10X,  mentre  per  gli  altri  caratteri  sono  stati  utilizzati 
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ingrandimenti 20X e 40X, e 100X per la valutazione del nucleo.
La misurazione della grandezza del nucleo è avvenuta tramite il programma NIS-Elements 
D 3.1 (Nikon) ad ingrandimento 40X.
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Tabella 3.1































































Inoltre  sono  state  raccolte  le  informazioni  cliniche  riguardanti  lo  stato  della  cute  che 
ricopriva  il  nodulo,  le  dimensioni  dei  noduli  e  se  fossero  fissi  o  mobili,  nonché  gli 
eventuali segni clinici di infiammazione.
Per ogni  cagna sono stati  valutati  età,  razza,  se intera  o sterilizzata,  eventuale stato  di 
gravidanza o allattamento, eventuali trattamenti ormonali subiti.
I noduli sono stati suddivisi in base alla diagnosi istologica in:
4. neoplasie maligne (carcinomi semplici e carcinomi complessi)
5. neoplasie benigne (adenomi semplici e papillomi intraduttali)
6. lesioni non neoplastiche (ipeplasia, adenosi, fibroadenosi, mastiti)








STROMALE Assente Scarsa Abbondante
CELLULARITA' Scarsa Ricca
COESIONE 
CELLULARE Scarsa Moderata Alta
CLUSTERS Monostrato Tridimensionali




CROMATINA Compatta/A zolle Reticolare Granulare
MITOSI Assenti Presenti Anomale
INCLUSIONI 
INTRANUCLEARI Assenti Rare Presenti
CELLULE FUSATE Assenti Rare Presenti
CELLULE 
MIOEPITELIALI Assenti Rare Presenti
MACROFAGI Assenti Rari Abbondanti
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NEUTROFILI Assenti Presenti Tossici/Danneggiati
LINFOCITI Assenti Presenti







L'analisi statistica è stata effettuata utilizzando il Test U di Mann-Whitney svolto tramite il 
programma SPSS ( Versione 21.0.0, SPSS Inc, Chicago, IL, USA).
Il livello di significatività p è stato fissato a 0,05.
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3.3 Risultati
In  questo  studio  sono  stati  inclusi  in  totale  28  cani.  L'età  dei  cani  al  momento  della 
chirurgia varia da 4 a 14 anni (9 +  2,64).


















I noduli mammari esaminati in totale nei 28 cani sono stati 53. Di questi 13 (24,5%) sono 
risultati non diagnostici. 
Dei 53 noduli 21 (39,6%) si trovavano a livello delle mammelle addominali caudali, 17 
(32.1%) delle inguinali,  7 (13,2%) delle addominali  craniali,  7 (13,2%) delle toraciche 
caudali e 1 (1,9%) a livello della toracica craniale.
Tutti i noduli considerati hanno le seguenti caratteristiche cliniche:
• dimensione inferiore ad 1 cm
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• mobili
• rivestiti da cute integra e non infiammata
• provengono  da  cagne  non  gravide,  non  in  lattazione  e  che  non  hanno  subito 
trattamenti ormonali
Delle 28 cagne incluse nello studio 25 erano femmine intere e 3 sterilizzate.  Nelle tre 
cagne  sterilizzate  la  diagnosi  istologica  è  stata  rispettivamente  di  carcinoma semplice, 
adenoma semplice e papilloma intraduttale.
Nei 40 noduli valutabili citologicamente la diagnosi istologica è stata la seguente:
• 25 (62,5%) tumori maligni   di cui 15 carcinomi semplici e 10 carcinomi complessi
• 5 (12,5%)  tumori benigni   di cui 4 adenomi semplici e 1 papilloma intraduttale
• 10 (25%)  lesioni non neoplastiche   di cui 3 fibroadenosi, 3 iperplasie con adenosi 
secretoria, 1 mastite neutrofilica con fibroadenosi, 1 iperplasia con foci di adenosi, 
1 iperplasia e 1 iperplasia accompagnata da adenosi florida e fibrosi interstiziale.
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Di seguito sono riportati i risultati ottenuti dall'osservazione dei nostri campioni in base 
allo scoring system stabilito.
Tabella 3.2 






NECROSI 15 (60%) 10 (40%)
SOSTANZA 
STROMALE 6 (24%) 9 (36%) 10 (40%)
CELLULARITA' 7 (28%) 18 (72%)
COESIONE 
CELLULARE 5 (20%) 4 (16%) 16 (64%)
CLUSTERS 17 (68%) 8 (32%)
NUCLEOLI 6 (24%) 10 (40%) 9 (36%)
CONTORNO 
NUCLEARE 21 (84%) 4 (16%)
PATTERN CROMATINA 0 (0%) 13 (52%) 12 (48%)
MITOSI 25 (100%) 0 0
INCLUSIONI 
INTRANUCLEARI 17 (68%) 1 (4%) 7 (28%)
CELLULE FUSATE 7 (28%) 10 (40%) 8 (32%)
CELLULE 
MIOEPITELIALI 14 (56%) 9 (36%) 2 (8%)
MACROFAGI 2 (8%) 9 (36%) 14 (56%)
NEUTROFILI 19 (76%) 5 (20%) 1 (4%)
LINFOCITI 25 (100%) 0
ANISOCARIOSI 7 (28%) 8 (32%) 10 (40%)
CELLULE 
MULTINUCLEATE 19 (76%) 6 (24%)
MOLDING NUCLEARE 24 (96%) 1 (4%)
CELLULE 
DANNEGGIATE 7 (28%) 18 (72%)
I campioni sono rappresentati da 15 carcinomi semplici e 10 carcinomi complessi
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Tabella 3.3






NECROSI 2 (40%) 3 (60%)
SOSTANZA 
STROMALE 0 0 5 (100%)
CELLULARITA' 4 (80%) 1 (20%)
COESIONE 
CELLULARE 1 (20%) 1 (20%) 3 (60%)
CLUSTERS 4 (80%) 1 (20%)
NUCLEOLI 3 (60%) 1 (20%) 1 (20%)
CONTORNO 
NUCLEARE 4 (80%) 1 (20%)
PATTERN 
CROMATINA 3 (60%) 0 2 (40%)
MITOSI 5 (100%) 0 0
INCLUSIONI 
INTRANUCLEARI 5 (100%) 0 0
CELLULE FUSATE 2 (40%) 1 (20%) 2 (40%)
CELLULE 
MIOEPITELIALI 3 (60%) 1 (20%) 1 (20%)
MSCROFAGI 3 (60%) 1 (20%) 1 (20%)
NEUTROFILI 4 (80%) 0 1 (20%)
LINFOCITI 4 (80%) 1 (20%)
ANISOCARIOSI 2 (40%) 2 (40%) 1 (20%)
CELLULE 
MULTINUCLEATE 3 (60%) 2 (40%)
MOLDING 
NUCLEARE 5 (100%) 0
CELLULE 
DANNEGGIATE 1 (20%) 4 (80%)
I campioni sono rappresentati da 4 adenomi semplici e 1 papilloma intraduttale
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Tabella 3.4






NECROSI 5 (50%) 5 (50%)
SOSTANZA 
STROMALE 4 (40%) 4 (40%) 2 (20%)
CELLULARITA' 2 (20%) 8 (80%)
COESIONE 
CELLULARE 2 (20%) 1 (10%) 7 (70%)
CLUSTERS 9 (90%) 1 (10%)
NUCLEOLI 2 (20%) 1 (10%) 7 (70%)
CONTORNO 
NUCLEARE 6 (60%) 4 (40%)
PATTERN 
CROMATINA 5 (50%) 2 (20%) 3 (30%)
MITOSI 10 (100%) 0 0
INCLUSIONI 
INTRANUCLEARI 6 (60%) 3 (30%) 1 (10%)
CELLULE FUSATE 1 (10%) 4 (40%) 5 (50%)
CELLULE 
MIOEPITELIALI 3 (30%) 5 (50%) 2 (20%)
MACROFAGI 5 (50%) 4 (40%) 1 (10%)
NEUTROFILI 7 (70%) 2 (20%) 1 (10%)
LINFOCITI 8 (80%) 2 (20%)
ANISOCARIOSI 6 (60%) 4 (40%) 0
CELLULE 
MULTINUCLEATE 9 (90%) 1 (10%)
MOLDING 
NUCLEARE 9 (90%) 1 (10%)
CELLULE 
DANNEGGIATE 6 (60%) 4 (40%)
I campioni sono rappresentati da 3 fibroadenosi, 3 iperplasie con adenosi secretoria, 1 mastite 
neutrofilica  con fibroadenosi,  1  iperplasia  con  foci  di  adenosi,  1  iperplasia  e  1  iperplasia 
accompagnata da adenosi florida e fibrosi interstiziale.
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Di seguito sono riportati i risultati distintamente per i Carcinomi semplici e i Carcinomi 
complessi.
Tabella 3.5
Risultati  ottenuti  dall'osservazione  dei  campioni  citologici  di  carcinomi 
complessi e carcinomi semplici
CARATTERI CITOLOGICI PUNTEGGIO
0 1 2
NECROSI Carcinoma semplice 8 (53,3%) 7 (46,7%)
Carcinoma complesso 7 (70%) 3 (30%)
SOSTANZA 
STROMALE
Carcinoma semplice 2 (13,3%) 7 (46,7%) 6 (40%)
Carcinoma complesso 4 (40%) 2 (20%) 4 (40%)
CELLULARITA' Carcinoma semplice 4 (26,7%) 11 (73,3%)
Carcinoma complesso 3 (30%) 7 (70%)
COESIONE 
CELLULARE
Carcinoma semplice 2 (13,3%) 3 (20%) 10 (66,7%)
Carcinoma complesso 3 (30%) 1 (10%) 6 (60%)
CLUSTERS Carcinoma semplice 10 (66,7%) 5 (33,3%)
Carcinoma complesso 7 (70%) 3 (30%)
NUCLEOLI Carcinoma semplice 5 (33,3%) 6 (40%) 4 (26,7%)
Carcinoma complesso 1 (10%) 4 (40%) 5 (50%)
CONTORNO 
NUCLEARE
Carcinoma semplice 13 (86,7%) 2 (13,3%)
Carcinoma complesso 8 (80%) 2 (20%)
PATTERN 
CROMATINA
Carcinoma semplice 0 8 (53,3%) 7 (46,7%)
Carcinoma complesso 0 5 (50%) 5 (50%)
MITOSI Carcinoma semplice 15 (100%) 0 0




Carcinoma semplice 11 (73,3%) 1 (6,7%) 3 (20%)
Carcinoma complesso 6 (60%) 0 4 (40%)
CELLULE 
FUSATE
Carcinoma semplice 5 (33,3%) 7 (46,7%) 3 (20%)
Carcinoma complesso 2 (20%) 3 (30%) 5 (50%)
CELLULE Carcinoma semplice 8 (53,3%) 6 (40%) 1 (6,7%)
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MIOEPITELIALI Carcinoma complesso 6 (60%) 3 (30%) 1 (10%)
MACROFAGI Carcinoma semplice 0 7 (46,7%) 8 (53,3%)
Carcinoma complesso 2 (20%) 2 (20%) 6 (60%)
NEUTROFILI Carcinoma semplice 10 (66,7%) 4 (26,7%) 1 (6,7%)
Carcinoma complesso 9 (90%) 1 (10%) 0
LINFOCITI Carcinoma semplice 15 (100%) 0
Carcinoma complesso 9 (90%) 1 (10%)
ANISOCARIOSI Carcinoma semplice 5 (33,3%) 6 (40%) 4 (26,7%)




Carcinoma semplice 13 (86,7%) 2 (13,3%)
Carcinoma complesso 6 (60%) 4 (40%)
MOLDING 
NUCLEARE
Carcinoma semplice 15 (100%) 0
Carcinoma complesso 9 (90%) 1 (10%)
CELLULE 
DANNEGGIATE
Carcinoma semplice 3 (20%) 12 (80%)
Carcinoma complesso 4 (40%) 6 (60%)
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Di seguito sono riportate le misurazioni dell'area nucleare.
Tabella 3.6









80,78 µn² 70,82 µn² 65,38 µn² 71,23 µn²
50,5 µn² 78,79 µn² 74,24 µn² 47,84 µn² 
58,42 µn² 88,32 µn² 70,91 µn² 84,2 µn² 
64,79 µn² 87,75 µn² 63,27 µn² 50,85 µn² 
79,5 µn² 89,47 µn² 61,42 µn² 85,63 µn² 
82,21µn² 85,58 µn² 63,44 µn² 
87,01 µn² 90,27 µn² 70,23 µn² 
66,05 µn² 91,13 µn² 70,13 µn² 
69,88 µn² 82,87 µn² 54,34 µn² 






MEDIA  76,17 µn²  MEDIA 84,80 µn²   MEDIA 67,04 µn² MEDIA 66,75 µn²        
MEDIANA 79,97 µn² MEDIANA 86,66 µn² MEDIANA 65,38 µn² MEDIANA 69,89 µn² 
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In  seguito  all'applicazione  dell'analisi  statistica,  confrontando il  gruppo delle  neoplasie 
maligne con le lesioni benigne (neoplasie benigne e lesioni non neoplastiche), i criteri per i 
quali  è  stata  trovata  una  differenza  significativa  nei  campioni  citologici  di  neoplasia 
maligna sono stati:
• il pattern cromatinico (p=0,026) che si presenta reticolare o granulare
• la presenza di macrofagi (p=0,01) che sono abbondanti
• la presenza di anisocariosi (p=0,04)
• l'area nucleare (p=0,019) che si presenta più elevata
Tabella 3.7
Risultati  dell'osservazione  dei  campioni  citologici  e  valutazione  statistica 







n.maligne 15 (60%) 10 (40%) 0,489
Lesioni benigne 7 (46,6%) 8 (53,4%)
SOSTANZA 
STROMALE
n.maligne 6 (24%) 9 (36%) 10 (40%) 0,868
Lesioni benigne 4  (26,7%) 4 (26,7%) 7 (46,6%)
CELLULARITA'
n.maligne 7 (28%) 18 (72%) 0,543
Lesioni benigne 6 (40%) 9 (60%)
COESIONE 
CELLULARE
n.maligne 5 (20%) 4 (16%) 16 (64%) 0,912
Lesioni benigne 3 (20%) 2 (13,3%) 10 (66,7%)
CLUSTERS
n.maligne 17 (68%) 8 (32%) 0,332
Lesioni benigne 13 (86,7%) 2 (13,3%)
NUCLEOLI
n.maligne 6 (24%) 10 (40%) 9 (36%) 0,720
Lesioni benigne 5 (33,3%) 2 (13,3%) 8 (53,4%)
CONTORNO 
NUCLEARE
n.maligne 21 (84%) 4 (16%) 0,376
Lesioni benigne 10 (66,7%) 5 (33,3%)
CROMATINA
n.maligne 0 13 (52%) 12 (48%) 0,026
Lesioni benigne 8 (53,4%) 2 (13,3%) 5 (33,3%)
MITOSI
n.maligne 25 (100%) 0 0 1,000
Lesioni benigne 15 (100%) 0 0




Lesioni benigne 11 (73,3%) 3 (20%) 1 (6,7%)
CELLULE 
FUSATE
n.maligne 7 (28%) 10 (40%) 8 (32%) 0,406
Lesioni benigne 3 (20%) 5 (33,3%) 7 (46,7%)
CELLULE 
MIOEPITELIALI
n.maligne 14 (56%) 9 (36%) 2 (8%) 0,305
Lesioni benigne 6 (40%) 6 (40%) 3 (20%)
MACROFAGI
n.maligne 2 (8%) 9 (36%) 14 (56%) 0,001
Lesioni benigne 8 (53,4%) 5 (33,3%) 2 (13,3%)
NEUTROFILI
n.maligne 19 (76%) 5 (20%) 1 (4%) 0,804
Lesioni benigne 11 (73,4%) 2 (13,3%) 2 (13,3%)
LINFOCITI
n.maligne 25 (100%) 0 0,406
Lesioni benigne 12 (80%) 3 (20%)
ANISOCARIOSI
n.maligne 7 (28%) 8 (32%) 10 (40%) 0,040




n.maligne 19 (76%) 6 (24%) 0,847
Lesioni benigne 12 (80%) 3 (20%)
MOLDING
n.maligne 24 (96%) 1 (4%) 0,890
Lesioni benigne 14 (93,4%) 1 (6,6%)
CELLULE 
DANNEGGIATE
n.maligne 7 (28%) 18 (72%) 0,332
Lesioni benigne 7 (46,6%) 8 (53,4%)
AREA
n.maligne Media: 79,62 µn² 0,019
Lesioni benigne Media: 66,85 µn² 
Il valore di significatività p è stato fissato a 0,05
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L'analisi  statististica  è  stata  effettuata  anche  per  confrontare  i  risultati  ottenuti 
dall'osservazione dei campioni citologici di carcinomi semplici e carcinomi complessi ma 
non sono risultate differenze significative.
Tabella 3.8
Risultati  dell'osservazione dei  campioni  citologici  di  carcinomi semplici  e 






Carcinoma semplice 8 (53,3%) 7 (46,7%) 0,495
Carcinoma complesso 7 (70%) 3 (30%)
SOSTANZA 
STROMALE
Carcinoma semplice 2 (13,3%) 7 (46,7%) 6 (40%) 0,531
Carcinoma complesso 4 (40%) 2 (20%) 4 (40%)
CELLULARITA'
Carcinoma semplice 4 (26,7%) 11 (73,3%) 0,892
Carcinoma complesso 3 (30%) 7 (70%)
COESIONE 
CELLULARE
Carcinoma semplice 2 (13,3%) 3 (20%) 10 (66,7%) 0,643
Carcinoma complesso 3 (30%) 1 (10%) 6 (60%)
CLUSTERS
Carcinoma semplice 10 (66,7%) 5 (33,3%) 0,892
Carcinoma complesso 7 (70%) 3 (30%)
NUCLEOLI
Carcinoma semplice 5 (33,3%) 6 (40%) 4 (26,7%) 0,177
Carcinoma complesso 1 (10%) 4 (40%) 5 (50%)
CONTORNO 
NUCLEARE
Carcinoma semplice 13 (86,7%) 2 (13,3%) 0,807
Carcinoma complesso 8 (80%) 2 (20%)
PATTERN 
CROMATINA
Carcinoma semplice 0 8 (53,3%) 7 (46,7%) 0,892
Carcinoma complesso 0 5 (50%) 5 (50%)
MITOSI
Carcinoma semplice 15 (100%) 0 0 1,000




Carcinoma semplice 11 (73,3%) 1 (6,7%) 3 (20%) 0,531
Carcinoma complesso 6 (60%) 0 4 (40%)
CELLULE 
FUSATE
Carcinoma semplice 5 (33,3%) 7 (46,7%) 3 (20%) 0,216




Carcinoma semplice 8 (53,3%) 6 (40%) 1 (6,7%) 0,849
Carcinoma complesso 6 (60%) 3 (30%) 1 (10%)
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MACROFAGI 
Carcinoma semplice 0 7 (46,7%) 8 (53,3%) 0,935
Carcinoma complesso 2 (20%) 2 (20%) 6 (60%)
NEUTROFILI 
Carcinoma semplice 10 (66,7%) 4 (26,7%) 1 (6,7%) 0,338
Carcinoma complesso 9 (90%) 1 (10%) 0
LINFOCITI
Carcinoma semplice 15 (100%) 0 0,683
Carcinoma complesso 9 (90%) 1 (10%)
ANISOCARIOSI
Carcinoma semplice 5 (33,3%) 6 (40%) 4 (26,7%) 0,196




Carcinoma semplice 13 (86,7%) 2 (13,3%) 0,285
Carcinoma complesso 6 (60%) 4 (40%)
MOLDING 
NUCLEARE
Carcinoma semplice 15 (100%) 0 0,683
Carcinoma complesso 9 (90%) 1 (10%)
CELLULE 
DANNEGGIATE
Carcinoma semplice 3 (20%) 12 (80%) 0,428
Carcinoma complesso 4 (40%) 6 (60%)
AREA
Carcinoma semplice Media  76,17 µn² 0,683
Carcinoma complesso Media 84,80 µn²
Il valore di significatività p è stato fissato a 0,05
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3.4 Discussione
3.4.1  PRESENZA  DI  ABBONDANTI  MACROFAGI  NEI  TUMORI 
MALIGNI
L'infiltrazione di cellule immunitarie a livello tumorale è un evento naturale,  le cellule 
appartenenti al sistema immunitario entrano nell'ambiente tumorale attraverso vasi formati 
dal tumore e/o da uno stravaso (Schiavoni et al., 2013).
Un largo spettro di leucociti fa parte del microambiente tumorale e può avere un doppio 
ruolo  nello  sviluppo  e  progressione  del  tumore.  Sicuramente,  le  cellule  immunitarie 
possono  direttamente  eliminare  le  cellule  tumorali  o  partecipare  all'induzione  di  una 
risposta immunitaria anti-tumorale ma possono anche essere reclutate e opportunamente 
orientate dalle cellule tumorali per favorire crescita e progressione tumorale (Galdiero et 
al., 2013).
Il sistema immunitario è convenzionalmente diviso in innato (non specifico) ed acquisito 
(specifico).  Il  sistema  immunitario  innato  è  costituito  da  cellule  fagocitiche,  come  i 
linfociti  natural  killer  ed  i  macrofagi,  dal  sistema  del  complemento  e  dalle  cosiddette 
barriere fisico-chimiche ed esercita la funzione di primo ostacolo agli agenti patogeni. Il 
sistema immunitario acquisito consta dell'immunità umorale e cellulare;  esso interviene 
solo secondariamente e la sua risposta è più lenta, ma più selettiva. Nell'immunità umorale 
intervengono i  linfociti  B,  che  producono anticorpi  in  risposta  alla  penetrazione  di  un 
antigene nell'organismo, mentre l'immunità cellulo-mediata avviene per merito del contatto 
diretto tra un linfocita T e l'antigene estraneo (Marconato, 2012).
Il nostro studio ha rivelato una significativa presenza di macrofagi nei tumori maligni e 
questo è un carattere che non è stato evidenziato nei precedenti studi (Simenov e Stoikov, 
2006; Cassali et al., 2007; Simon et al., 2009; Haziroglu et al., 2010; Sontas et al., 2012) 
riguardo  la  valutazione  citologica  dei  tumori  mammari.  Le  altre  cellule  del  sistema 
immunitario  considerate  nel  nostro  studio  erano  neutrofili  e  linfociti,  risultate 
prevalentemente scarse sia nei tumori maligni che nelle lesioni benigne senza differenze 
significative.  E'  riportato  infatti  che  i  macrofagi  sono  solitamente  la  popolazione 
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immunitaria più abbondante nel microambiente tumorale (Allavena et al., 2008).
I  macrofagi  sono efficienti  cellule  fagocitarie  che  riconoscono agenti  patogeni,  cellule 
danneggiate,  apoptotiche  o  maligne.  Subito  dopo  la  fagocitosi,  i  macrofagi  producono 
prodotti  tossici  quali  ossido  nitrico  (NO)  e  idrogeno  perossido  che  hanno  attività 
battericida e tumoricida. I macrofagi attivati rilasciano citochine chiave: TNFα, IL-1, IL-6, 
IL-12, che inducono sia una risposta infiammatoria locale che una risposta immunitaria 
sistemica attraverso la conseguente attivazione di neutrofili, cellule dendritiche, cellule NK 
e T cell (Biller et al, 2007).
I macrofagi sono in genere la popolazione immunitaria più abbondante nel microambiente 
tumorale (Allavena et al., 2008). Come le altre cellule del sistema immunitario i macrofagi 
possono svolgere  un  doppio  ruolo  a  livello  tumorale.  I  macrofagi  che  promuovono  lo 
sviluppo tumorale sono chiamati macrofagi associati al tumore (TAM).
Le cellule  tumorali  e  stromali  producono un  ampio  spettro  di  chemochine  e  fattori  di 
crescita in grado di richiamare i monociti circolanti e differenziarli in macrofagi (Galdiero 
et  al.,  2013).  A seconda  dei  segnali  che  ricevono,  i  macrofagi  si  differenziano  in  due 
differenti tipologie: i macrofagi M1 (o attivati classicamente) e i macrofagi M2 (o attivati 
alternativamente).
I macrofagi M1 sono indotti da IFN-γ da solo o insieme a stimoli microbici o citochine (es. 
TNF e GM-CSF). Dall'altro lato, IL-4 e IL-13 inducono i macrofagi M2 (Allavena et al., 
2008).
I macrofagi M1 e M2 svolgono una serie di attività opposte tra di loro.
I  macrofagi  M1 sono caratterizzati  da  una  alta  capacità  di  presentare  antigeni,  elevata 
produzione di IL-12 e IL-23 con conseguente attivazione della risposta immunitaria di tipo 
I.  Hanno attività  citotossica verso le cellule  tumorali  e verso le  cellule che presentano 
microrganismi intracellulari, rilasciando alti livelli di prodotti tossici: ossido nitrico (NO), 
prodotti intermedi reattivi dell'ossigeno (ROI) e TNF. Producono poi abbondanti citochine 
pro-infiammatorie con una funzione stimolante del sistema immunitario. In base a questo, i 
macrofagi M1 sono generalmente considerati come potenti cellule effettrici che difendono 
il corpo da attacchi di patogeni e cellule tumorali (Allavena et al., 2008).
Dal lato opposto i macrofagi M2 hanno una scarsa capacità di presentazione degli antigeni, 
producono scarsa IL-12 e più elevata IL-10,  sopprimono la risposta infiammatoria e la 
risposta immunitaria Th1, raccolgono attivamente detriti, promuovono la guarigione delle 
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ferite, l'angiogenesi e il rimodellamento tissutale. Altre differenze consistono nel fatto che 
negli M1 il metabolismo dell'arginina determina alti livelli di enzima NO sintasi mentre gli 
M2  esprimono  un'attivazione  predominante  della  via  dell'arginase  con  conseguente 
produzione di ornitina e poliammine (Allavena et al., 2008).
Gli  M1  sono  poi  caratterizzati  dall'espressione  di  elevati  livelli  di  citochine 
proinfiammatorie (IL-1, TNF, IL-6, IL-23), mentre gli M2 sono caratterizzati dalla loro 
bassa produzione e dalle proprietà anti-infiammatorie (Allavena et al., 2008).
Da varie ricerche è risultato che i TAM hanno fenotipo e funzioni più simili ai macrofagi 
M2 (Allavena et al., 2008).
Le azioni pro-tumorali che i TAM svolgono sono (Allavena, 2008) :
- Produzione di fattori di crescita e fattori di sopravvivenza per le cellule tumorali
I  macrofagi  possono  stimolare  direttamente  la  crescita  delle  cellule  tumorali  e/o 
promuovere la migrazione cellulare e la formazione di metastasi. Questo avviene tramite 
fattori  quali  il  fattore  di  crescita  epidermico  (EGF),  citochine  come  IL-6  e  TNF, 
chemochine come CXCL 12.
- Angiogenesi
L'angiogenesi è una funzione associata ai macrofagi M2 che rappresenta un evento chiave 
nella  crescita  e  progressione  tumorale.  I  TAM  promuovono  l'angiogenesi  tramite  la 
produzione  di  diversi  fattori  pro-angiogenetici:  TGFβ,  VEGF,  PDGF,  EGF,  FGF  e 
chemochine (Allavena et al,  2008). La vascolarizzazione è una caratteristica dei tessuti 
neoplastici associata a minore risposta terapeutica, progressione maligna, invasione locale 
e metastasi.
- Degradazione della matrice extra-cellulare e attività di rimodellamento tissutale
I macrofagi possono produrre enzimi che regolano la digestione della matrice, come le 
metalloproteasi  di  matrice  MMPs  (MMP2,  MMP9)  e  attivatori  degli  MMPs  come  le 
chemochine,  plasmina,  urochinasi  (uPA)  ,  recettori  dell'urochinasi.  L'attività  di  questi 
enzimi è stata associata ad un comportamento neoplastico più aggressivo (Allavena, 2008).
-Soppressione della risposta immunitaria anti-tumorale
Un'altra caratteristica dei macrofagi M2 condivisa dai TAM è la capacità di sopprimere la 
risposta  immunitaria  adattativa  tramite  meccanismi  che  includono  la  scarsa  attività  di 
presentazione degli antigeni e l'inibizione della proliferazione delle cellule T (Allavena et 
al.,  2008).  Infatti  i  TAM producono diverse citochine immunosoppressive (es.  IL-10) e 
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producono  bassi  livelli  di  citochine  immunostimolanti  come TNFα,  IL-1,  IL-12.  Parte 
dell'attività  immunosoppressiva  dei  TAM  è  svolta  indirettamente  dal  loro  rilascio  di 
chemochine che attraggono sottocategorie delle cellule T sprovviste di attività citotossica. 
La citochina maggiormente coinvolta sarebbe CCL18. Nei macrofagi normali CCL18 è 
indotta dalle citochine Th2: IL-4, IL-3, IL-10 e recluta cellule T primitive. Il reclutamento 
di cellule T primitive in un ambiente dominato da macrofagi M2 provoca anergia delle 
cellule  T  (Sica  et  al.,  2008).  Altre  due  chemochine,  CCL17  e  CCL22,  sono 
abbondantemente  espresse  dai  TAM,  queste  chemochine  interagiscono  con  i  recettori 
CCR4 espressi prevalentemente dalle cellule Th2 e Treg, due tipi cellulari privi di funzioni 
anti-tumorali (Sica et al., 2008).
Fig. 3.3  Funzioni pro-tumorali dei TAM
Fattori  chemiotattici  derivati  dal  tumore,  M-CSF e VEGF richiamano i  monociti 
circolanti a livello tumorale, dove sono differenziati a macrofagi. Diversi prodotti dei 
TAM  stimolano  direttamente  la  crescita  delle  cellule  tumorali  (EGF,  FGF, 
citochine). I TAM contribuiscono poi all'angiogenesi rilasciando fattori angiogenetici 
e  alla  degradazione  e  rimodellamento  della  matrice  con  metalloproteasi. 
L'inibizione della risposta anti-tumorale è guidata  dalla secrezione di  citochine 
immunosoppressive  (IL-10,  TGFβ)  e  dal  reclutamento  selettivo  di  cellule  T 
primitive.
Sica et al.: Cancer related inflammation: the macrophage connection. Cancer Letters, 2008; 264: 204-
215.
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In Medicina Umana l'elevata  presenza di  TAM è associata  a una prognosi  negativa in 
numerosi tumori, come quello mammario, della cervice, gastrico e della vescica (Galdiero 
et al., 2013). In particolare in uno studio di Laoui et al. (2011) sui tumori mammari viene 
illustrato come una elevata infiltrazione di macrofagi sia associata  a segni prognostici 
negativi  quali  l'elevato  grado  del  tumore,  diminuzione  dei  recettori  per  estrogeni  e 
progesterone ed elevata attività mitotica.
In  Medicina  Veterinaria  nel  2011  Krol  et  al.  hanno  pubblicato  uno  studio  sui  TAM 
nell'adenocarcinoma  mammario  del  cane  in  cui  valutano  se  il  numero  di  TAM  e 
l'espressione dei loro fattori di crescita è associata col grado di malignità del tumore e la 
sua capacità di metastatizzare. I risultati indicano che nel cane, come nell'uomo e nel topo, 
è presente questa correlazione.
I  macrofagi  possono  essere  identificati  tramite  metodi  immunochimici 
(immunoistochimica,  ELISA,  immunofluorescenza),  in  base  all'espressione  di  fattori  di 
trascrizione, marker cellulari e produzione di citochine. Nella lista di anticorpi utilizzati vi 
sono anche quelli per gli specifici sottotipi dei macrofagi. Per esempio gli M2 esprimono 
elevati  livelli  di  CD163  e  questo  può  essere  utilizzato  per  discriminarli  dagli  M1 
(Heusinkveld et al., 2011). Vi sono poi altri marker utilizzati per la distinzione dei due 
sottotipi come CD14, CD68, CD206, MMP-2, MMP-9.
Visto il loro ruolo centrale nella progressione tumorale i TAM rappresentano un obiettivo 
per nuove strategie terapeutiche. L'immunoterapia è una terapia oncologica complementare 
già in uso. Ha lo scopo di stimolare il sistema immunitario, tipicamente compromesso dal 
tumore.  Con  l'avvento  delle  biotecnologie  è  diventato  possibile  manipolare  la  risposta 
immune, per potenziare il naturale effetto antitumorale e prevenire l'evasione del tumore 
dalla  sorveglianza  immunitaria,  per  esempio,  rendendo  gli  antigeni  di  superficie  più 
immunogeni  (Marconato,  2012).  Riguardo  i  TAM  sono  tre  gli  aspetti  potenzialmente 
interessanti per interventi terapeutici: l'inibizione del loro reclutamento e/o sopravvivenza 
nel sito tumorale, l'inibizione dei loro effetti positivi sull'angiogenesi e sul rimodellamento 
tissutale, inversione della loro attività immuno-soppressiva e ripristino della citotossicità 
anti-tumorale (Sica et al., 2008).
65
3.4.2  AREA  NUCLEARE  MAGGIORE  E  ANISOCARIOSI  NEI 
TUMORI MALIGNI
Nei precedenti studi in veterinaria riguardo la diagnosi citologica dei tumori mammari del 
cane (Simenov e Stoikov, 2006; Cassali et al., 2007; Simon et al., 2009; Haziroglu et al., 
2010;  Sontas  et  al.,  2012)  la  citomorfometria  non  è  stata  utilizzata  per  effettuare 
misurazioni  delle  cellule  mammarie  anche  se  la  macrocariosi  compare  tra  i  criteri  di 
malignità presi in considerazione (Simenov, 2006; Simon, 2009).
L'aumento  delle  dimensioni  del  nucleo  (macrocariosi)  è  uno  dei  criteri  nucleari  di 
malignità da considerare nella valutazione citologica delle cellule. Un aumento in volume 
del  nucleo  deve  essere  considerato  con  attenzione:  può,  infatti,  essere  conseguenza  di 
poliploidia  e  aumento  di  DNA o  secondario  ad  alterazioni  di  scambio  tra  nucleo  e 
citoplasma. Se questo incremento in volume causa un aumento del rapporto tra nucleo e 
citoplasma,  la  cellula  può  essere  considerata  atipica.  In  generale  l'aumento  di  questo 
rapporto è anche indice del grado di mancata differenziazione della cellula neoplastica: 
quanto  più  questo  rapporto  è  elevato,  tanto  più  la  cellula  neoplastica  è  scarsamente 
differenziata. Questo è dimostrato anche dall'elevato rapporto tra nucleo e citoplasma che 
si osserva nelle cellule blastiche dei diversi apparati,  come per esempio quello linfoide 
(Poli, 2007).
Negli ultimi anni in Medicina Veterinaria l'analisi morfometrica in citologia è stata oggetto 
di vari studi riguardanti la valutazione delle dimensioni cellulari in diversi tipi di neoplasie, 
dimostrando la presenza di una significativa correlazione tra l'aumento delle dimensioni 
cellulari (area nucleare, perimetro, diametro) e il grado del tumore.
Vi sono vari studi riguardanti la citomorfometria nucleare nel mastocitoma canino, in cui 
gli  autori  valutano  l'analisi  citomorfometrica  come  metodo  oggettivo  per  aiutare  a 
determinare  il  grado  della  neoplasia  dato  che  la  classificazione  istopatologica,  seppur 
molto  valida,  è  basata  sull'uso  di  parametri  soggettivi  e  questo  può  essere  un  limite, 
soprattutto nei casi border-line.
Nel 2009 Strefezzi et al. hanno misurato l'area nucleare media in 29 preparati citologici di 
mastocitoma  valutando  quindi  la  correlazione  tra  area  nucleare  media  e  tempo  di 
sopravvivenza, e area nucleare media e grado istologico. I risultati mostrano che i cani con 
area nucleare minore hanno un tempo di sopravvivenza maggiore rispetto a quelli con area 
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nucleare maggiore, inoltre è stata anche provata una correlazione tra area nucleare media e 
grado istologico, con differenze significative tra grado I e grado III, e grado II e grado III.
Già  nel  2003  Strefezzi  et  al.  avevano  valutato  25  preparati  citologici  di  mastocitoma 
trovano una correlazione significativa tra area nucleare e grado istologico, sempre tra grado 
I e II, e II e III.
Altri studi sull'analisi morfometrica nel mastocitoma erano stati fatti in precedenza.
Maiolino  et  al.  (2005)  hanno  misurato  l'area  nucleare  in  35  preparati  citologici  di 
mastocitoma trovando anch'essi una correlazione significativa tra area e grado istologico, 
sempre tra grado I e III,  e II e III.
Studi riguardanti l'analisi morfometrica in altri tumori sono stati fatti  sull'adenocarcinoma 
perianale  del  cane.  Simeonov  et  al.  (2008)  hanno osservato  che  l'area  nucleare  media 
misurata nei preparati citologici di adenocarcinoma perianale era maggiore nei cani in cui 
erano presenti metastasi linfonodali, trovando una correlazione significativa tra l'area e il 
tempo di sopravvivenza dell'animale.
Maiolino et al. (2002) hanno applicato l'analisi morfometrica a 15 campioni istologici di 
carcinoma squamocellulare  misurando  area  nucleare  media  e  perimetro  medio  così  da 
rendere più oggettiva la valutazione dell' ingrandimento del nucleo. Anche in questo caso è 
stata trovata una correlazione significativa tra area nucleare media e grado del tumore.
Riguardo l'applicazione dell'analisi citomorfometrica nei tumori mammari Simeonov et al. 
(2007)  hanno  misurato  area  e  perimetro  nucleare  in  52  preparati  citologici  di  tumore 
mammario del cane trovando una differenza significativa tra forme benigne e maligne, 
dove le misure erano maggiori. Sempre Simeonov et al. (2006) in uno studio precedente 
avevano  valutato  diametro  e  sfericità  nucleare  in  preparati  citologici  di  23  tumori 
mammari, di cui 8 adenomi, 9 carcinomi tubopapillari e 6 carcinomi solidi, e 7 controlli 
(campioni provenienti da ghiandole sane), evidenziando una differenza significativa nel 
diametro e nella sfericità nucleare tra controlli, tumori benigni e maligni. Un altro lavoro 
sulla  citomorfometria  mammaria  in  Veterinaria  riguarda  i  tumori  mammari  del  gatto 
(Simeonov et al., 2009) e conferma l'aumento dell'area nucleare nei tumori maligni rispetto 
a quelli benigni. Anche In medicina umana vi sono studi sull'utilizzo di questa tecnica nei 
tumori mammari, dove è considerata essere d'aiuto nella diagnosi citologica pre-operatoria 
nei casi più dubbi (Sarker et al., 2003).
Aver trovato come carattere significativo nei tumori maligni insieme alla maggiore area 
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nucleare  anche  l'anisocariosi  rappresenta  una  conferma  della  significatività  di  tale 
parametro.
L'anisocariosi  è un importante criterio di  malignità da prendere in considerazione nella 
valutazione di un a lesione neoplastica ed è la conseguenza di un alterato controllo del 
nucleo neoplastico sulla crescita e differenziazione cellulare.
3.4.3  ALTERAZIONE  DEL NORMALE  PATTERN  CROMATINICO 
NEI TUMORI MALIGNI
Normalmente  le  cellule  epiteliali  della  ghiandola  mammaria  mostrano  cromatina 
tendenzialmente  compatta  o  a  grosse  zolle.  Nei  tumori  maligni  abbiamo  rilevato  una 
significativa presenza di cellule con cromatina reticolare o granulare.
Anche Simenov et al. (2006), Haziroglu et al. (2010) e Sontas et al. (2012) nei loro lavori 
sulla citologia mammaria hanno considerato le alterazioni cromatiniche come criterio per 
la diagnosi dei tumori maligni.
Nelle  cellule  neoplastiche  è  infatti  comune  rilevare  un'alterazione  del  normale  pattern 
cromatinico,  utilizzato  normalmente  come  criterio  di  malignità  e  che  è  indice  delle 
modificazioni avvenute a livello genetico.
La cromatina riveste un ruolo fondamentale nella cancerogenesi. Essa rappresenta il modo 
in cui gli acidi nucleici si trovano nel nucleo di una cellula, è costituita da DNA avvolto su 
gruppi  di  proteine  dette  istoni  (formando  un  nucleosoma,  unità  fondamentale  della 
cromatina) e da proteine non istoniche. La cromatina ha la funzione di impacchettamento 
del DNA, sua protezione da eventuali danni e controllo della replicazione.
La struttura complessiva della cromatina dipende da vari fattori: il ciclo cellulare, infatti ad 
esempio durante l'interfase è strutturalmente allentata per permettere l'accesso a DNA e 
RNA polimerasi  che trascrivono e replicano il  DNA; tipi di geni trascritti,  in quanto è 
meno  condensata  quando  è  associata  a  geni  trascrizionalmente  attivi,  mentre  è 
impacchettata  nei  geni  inattivi;  modificazioni  istoniche epigenetiche (modificazioni  che 
variano l'espressione genica pur  non alterando la  sequenza del  DNA) che determinano 
cambiamenti nella struttura della cromatina.
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Fig 3.4  Diversi livelli di condensazione del DNA
1)DNA  a  doppia  elica  2)  Cromatina:  filo  di  DNA  con  istoni  3)  Cromatina 
decondensata durante l'interfase 4) Cromatina durante la profase 5) Cromosoma 
durante la metafase.
http://it.wikipedia.org/wiki/cromatina
Il  tumore  comincia  a  svilupparsi  quando una cellula  normale muta geneticamente  e  si 
trasforma in una cellula maligna. Alla base di questa trasformazione vi è un'alterazione 
irreparabile  ed  irreversibile  del  genoma  cellulare,  che  converte  un  protoncogene  in 
oncogene.  Il  protoncogene  (c-onc)  è  un  gene  che  normalmente  regola  la  crescita  e  la 
differenziazione  delle  cellule  mediante  l'espressione  dei  geni,  la  sintesi  di  DNA e  il 
metabolismo  cellulare.  Alcune  mutazioni  a  carico  dei  protoncogeni  possono  generare 
segnali inappropriati e permettere alle cellule di crescere in maniera rapida e incontrollata. 
Gli oncogeni sono quindi protoncogeni alterati, che permettono alla cellula di subire una 
trasformazione maligna.  I  meccanismi genetici  che trasformano un protoncogene in  un 
oncogene  comprendono  l'inserzione,  la  traslocazione  di  cromosomi,  l'amplificazione 
genica, la mutazione puntiforme o la delezione genica (Marconato, 2012).
Nel normale ciclo cellulare vi sono dei punti di controllo che rappresentano pause critiche 
all'interno del  ciclo  cellulare,  poiché è  a  questo livello  che si  verificano la  fedeltà  del 
processo e la correzione degli  eventuali errori.  Gli oncogeni possono compromettere la 
funzionalità dei punti di controllo, permettendo alle mutazioni genetiche di proseguire fino 
alla formazione di una popolazione tumorale eterogenea (Marconato, 2012). I loro siti di 
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azione nelle  cellule  normali  sono i  fattori  di  crescita,  recettori  per i  fattori  di  crescita, 
protein-chinasi, trasduttori di segnale, proteine nucleari e fattori di trascrizione.
Un'altra  alterazione cruciale nel processo di trasformazione delle cellule è la perdita dei 
Tumor suppressor gene  (TSG) od oncosoppressori.  Si  tratta  di  geni  che codificano per 
proteine “antineoplastiche”, che controllano la proliferazione cellulare e la traduzione di 
segnali, iniziano i meccanismi di riparazione di materiale genetico danneggiato e danno il 
via alla morte cellulare programmata in cellule irremediabilmente danneggiate. La perdita 
o il malfunzionamenti di TSG permette alle cellule di replicare in maniera incontrollata, 
evento che può portare allo sviluppo e alla crescita tumorale.
Nonostante l'instabilità genomica è associata virtualmente a tutti i tipi di tumore le origini 
molecolari  che  portano  a  questa  instabilità  non  sono  molto  chiare.  Attualmente  sta 
diventando  sempre  più  chiaro  come  le  modificazioni  epigenetiche  e  specifiche  post-
trascrizionali dell'istone (PTMs) abbiano un ruolo fondamentale nel mantenere la stabilità 
genomica.  Esiste  quindi  una  forte  correlazione  tra  PTMs,  instabilità  genomica  e 
cancerogenesi (Thompson et al., 2013). Questo è dovuto al fatto che molte PTMs hanno un 
ruolo nella regolazione della struttura cromatinica e conseguentemente possono influenzare 
qualsiasi  processo  biologico  che  coinvolge  il  DNA incluse  replicazione  e  riparazione, 
espressione  genica e   divisione cromosomica.  La struttura  della  cromatina è  altamente 
dinamica e può subire cambiamenti conformazionali locali o globali. Questi cambiamenti 
strutturali sono fortemente regolati dalle modificazioni post-trascrizionali dell'istone che 
rendono la cromatina resistente  o meno a una vasta serie di eventi che utilizzano il DNA. 
Alterazioni  del  normale  stato  di  una  data  PTM  può  avvenire  tramite  vari  eventi 
patogenetici  (come  specifiche mutazioni  somatiche,  amplificazioni  o delezioni).  Come 
diretta  conseguenza  dell'alterazione  di  una  PTM  vi  sarà  un'alterazione  della  normale 
struttura  e  funzione  cromatinica  con  implicazioni  per  i  vari  processi  biologici  che 
utilizzano normalmente il DNA (Thompson et al., 2013).
L'alterazione dei PTMs e la conseguente alterazione della normale struttura cromatinica 
portano ad una serie di condizioni patologiche tra cui i tumori.
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Fig. 3.5  Alterazione della cromatina in cellule mammarie
Riguardo gli  altri  caratteri  di  atipia  presi  in  considerazione  nel  nostro  studio  (necrosi, 
alterazioni  dei  nucleoli,  contorno  nucleare,  inclusioni  intranucleari,  mitosi,  cellule 
multinucleate,  molding  nucleare,  cellule  danneggiate)  non  è  risultata  una  differenza 
significativa tra  neoplasie  maligne e lesioni  benigne.  La diagnosi citologica dei  tumori 
mammari è considerata difficoltosa proprio perché a volte i tumori  maligni possono essere 
ben  differenziati  e  mostrare  scarso  pleomorfismo  cellulare  mentre  questo  può  essere 
marcato  nei  tumori  benigni.  Nelle iperplasie  troviamo cellule  generalmente  con scarso 
pleomorfismo con cromatina uniforme e nucleoli  piccoli,  ciò nonostante  i  dotti  dilatati 
possono contenere cellule epiteliali esfoliate che presentano maggiori criteri di malignità. 
Campionando  queste  cellule  può  risultare  una  falsa  impressione  di  malignità  (Cowell, 
2009).
Inoltre nel nostro studio i preparati citologici sono stati colorati con la colorazione di Diff-
Quik o di May Grunwald Giemsa mentre la colorazione ottimale per l'osservazione del 
contorno nucleare e dei cluster tridimensionali è quella di Papanicolau. Le colorazioni di 
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tipo  Papanicolau  conferiscono  al  preparato  eccellenti  dettagli  nucleari  e  sono usate  di 
routine nella citopatologia in campo umano (Cowell,  2009).  Richiedono però numerosi 
passaggi e per questo motivo nella routine clinica non sono di pratico utilizzo. Facendo 
riferimento  agli  studi  precedenti  riguardanti  la  citologia  mammaria  possiamo  trovare 
l'utilizzo  di  questa  colorazione  nel  lavoro  di  Cassalli  et  al  (2007)  dove  i  cluster 
tridimensionali sono indicati come elementi caratterizzanti i carcinomi mammari.
La  cellularità  è  prevalentemente  elevata  sia  nelle  neoplasie  maligne  che  nelle  lesioni 
benigne, senza differenze significative, questo può essere dovuto al fatto che le neoplasie 
presentano  una  cellularità  maggiore  rispetto  alla  normale  ghiandola  mammaria 
caratterizzata  da  campioni  citologici  ipocellulari  e  le  lesioni  non  neoplastiche  sono 
principalmente iperplasie.  Anche la  coesione  cellulare  è  prevalentemente  elevata  sia  in 
neoplasie maligne che lesioni benigne, caratteristica delle lesioni di origine epiteliale.
La  mancata  differenza  significativa  nella  presenza  di  cellule  mioepiteliali  e  fusate  tra 
neoplasie  maligne  e  lesioni  benigne  può  essere  dovuta  al  fatto  che,  nonostante  tra  le 
neoplasie maligne vi siano carcinomi complessi, tra le lesioni benigne vi sono fibrosi e 





Il  presente  studio  sembra  suggerire  che,  ponendo  attenzione  a  particolari  pattern,  la 
citologia può essere uno strumento valido da utilizzare nella diagnosi dei tumori mammari. 
Esistono  delle  difficoltà  nella  valutazione  citologica  dei  noduli  mammari,  riportate  in 
letteratura  e  riscontrate  durante  lo  svolgimento  di  questo  lavoro,  dovute  alla  notevole 
variabilità nella presentazione citologica delle forme maligne e benigne che può portare a 
misdiagnosi,  ma  l'osservazione  sistematica  di  anisocariosi,  pattern  cromatinico, 
popolazione macrofagica e  la  misurazione dell'area nucleare,  in  base ai  nostri  risultati, 
potrebbe conferire una maggiore sicurezza a tale metodo.
Sono soprattutto i parametri nucleari a poterci aiutare nella distinzione tra forme maligne e 
benigne  e  questo  potrebbe  suggerire  che  l’uso della  citomorfometria,  che  fornisce  una 
valutazione oggettiva riguardo l'ingrandimento nucleare, andrebbe approfondito.
Nonostante  l'esame  istopatologico  rappresenti  il  gold  standard  per  la  diagnosi  nelle 
neoplasie mammarie, è indiscutibile che la citologia rivesta un ruolo importante nella fase 
diagnostica pre-chirurgica, come peraltro si verifica in medicina umana. Un ampliamento 
della casistica ed ulteriori approfondimenti sono auspicabili per confermare i risultati che 
abbiamo ottenuto e confortare il citopatologo nell’interpretazione del preparato.
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